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Giintimiizde kriyojeller, bir¢ok alanda kullanim alani bulabilen polimer malzemeler olarak
kullanilmaktadir. Dogal malzemelerle yapisal olarak desteklenen kriyojeller yara
iyilesmesi, doku iskeleti, ila¢ salim1 gibi bir¢ok alanda destekleyici bir tedavi uygulamasi
olabilmektedir. Bu doktora calismasinda, Melaleuca alternifolia yagi metabolitlerinin
teropotik etkilerinden faydalanmak amaciyla bitki tiirevli bir kriyojel hazirlanmasi, bu bitki
tiirevli kriyojelin olay aninda hizli ve etkili miidahalede kullanilmasi, akut yara iyilestirici,
antibakteriyel oOzellikte ve kanama durdurucu ozelligi ile literature kazandirilmasi
istenmektedir. Bu amagla jelatin ve aljinat i¢eren biyouyumlu kriyojeller hazirlanmistir ve
bu kriyojellerin ¢ay agaci yagi ilave edilerek antibakteriyel ozelliginin arttirilmasi
hedeflenmistir. Bu amagla sentezlenen kriyojeller FTIR, sisme testleri, SEM ve TGA ile
karakterize edilmiglerdir. Kriyojellerin igerigine eklenen ¢ay agaci yaginin yapiya
katilmas1 GC-MS/HS ile belirlenmistir. Ayrica kriyojellerden ¢ay agaci yaginin kiimiilatif
salimi ve kriyojellerin degredasyonlar1 degerlendirilmistir. Elde edilen kriyojellerin

biyouyumluluklar1 in vitro ortamda HaCaT (insan Keratinosit Hiicre hatt1) hiicreleri ile



indirekt MTT testi yaparak belirlenmistir. Calisma sonunda, ¢ay agaci yaginin aljinat ve
jelatin kriyojellere basarili bir sekilde yiiklendigi ve antibakteriyel etkinliginin arttigi
gozlenmistir. En yliksek antibakteriyel etkinlik % 90 oraninda TTO100-ACry kriyojelde
goriilmiistiir. Tiim kriyojellerin biyouyumlu oldugu goézlemlenmis, jelatin gruplart iginde
hiicre canlilig1 en yiiksek olan grup olan TTOO- GCry olup orani 24 sa i¢in % 146,2; 48 sa
icin %151,4 olmustur. Aljinat gruplarinda 24 sa i¢in %100,0; 48 sa icin %106,0 ile
TTO100-ACry kriyojel en yiiksek hiicre canliligi oranina sahip olmustur. Cizik testi
sonuglarina gore tiim gruplarda en yiliksek yara iyilesmesi 24 sa i¢in en yliksek yara
iyilesmesi %45,7 ile TTOO-GCry kriyojelde, 48 sa icin %51,9 ile TTO100-ACry
kriyojelde gorilmiistiir. Kan absorbsiyon analizlerine gére hizli miidahalede hemostatik
etkinlige sahip olarak kullanilmaya en uygun aday ilk 15 dk i¢in %94,1 ile TTO100-ACry
olmustur. Dogal kaynaklarla desteklenen kriyojelin yara iyilesmesinde, olay aninda hizl ve
etkili bir kan durdurucu olarak kullanilabilecegi ve buna bagl calismalar i¢in 6ncii bir
yaklagim olarak degerlendirilebilece§i soylenebilir. Bu tezde uygulanmasi planlanan
yontem, kullanilan materyal de dahil olmak {izere tez konusu literatiir i¢in 6zgiin deger

tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Kriyojel, ¢ay agaci yagi, jelatin, aljinat, yara iyilestirme, kan

durdurucu
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Cryogels, today, are polymer materials that can find applications in various fields.
Cryogels supported structurally by natural materials can serve as a supportive treatment
modality in many areas such as wound healing, tissue scaffolding, and drug delivery. The
aim of this doctoral study is to prepare a plant-derived cryogel utilizing the therapeutic
effects of Melaleuca alternifolia oil metabolites and to use this plant-derived cryogel for
rapid and effective intervention during incidents. For this purpose, biocompatible cryogels
containing gelatin and alginate were prepared, and the aim was to enhance their
antibacterial properties by incorporating tea tree oil into these cryogels. The synthesized
cryogels were characterized using FTIR, swelling tests, SEM, and TGA. The incorporation
of tea tree oil into the cryogel matrix was determined using GC-MS/HS. Additionally, the
cumulative release of tea tree oil from the cryogels and the degradation of the cryogels
were evaluated. The biocompatibility of the obtained cryogels was determined in vitro
using HaCaT (Human Keratinocyte Cell Line) cells through an indirect MTT assay. At

the end of the study, it was observed that tea tree oil was successfully loaded into alginate



and gelatin cryogels, and its antibacterial activity was enhanced. The highest antibacterial
activity was observed in the TTO100-ACry cryogel with a rate of 90,00 %. All cryogels
were observed to be biocompatible, and among the gelatin groups, the TTO0-GCry group
exhibited the highest cell viability with percentages of 146,2 % at 24 h and 151,4 % at 48
h. Among the alginate groups, the TTO100-ACry cryogel showed the highest cell viability
with percentages of 100,0 % at 24 h and 106,0 % at 48 h. According to the scratch test
results, the highest wound healing at 24 h was observed in the TTOO-GCry cryogel with
45,71 %. The highest wound healing was observed in the TTO100-ACry cryogel with
51,90 % at 48 h. According to the clotting analysis, the most suitable candidate for use as a
rapid hemostatic agent in early intervention was TTO100-ACry with a percentage of
94,10% for the first 15 min. The cryogel supported by natural resources can be considered
as a fast and effective hemostatic agent for wound healing, making it a pioneering
approach for related studies. The methodology applied in this thesis, including the

materials used, carries original value for the literature.
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1. GIRiS

Giiniimiizde polimer malzemelerin bir¢ok alanda kullanildig1 goriilmektedir. Bu yeni nesil
malzemelerden daha fazla alanda yararlanabilmek i¢in kullanim alanina gore kullanigh ve
benzersiz Ozellikler gostermesi gereklidir. Bu ozelliklere sahip olan, sisirme ajani ve ag
bileseninden olugan bu jellerin doku miihendisligi alaninda, medikal uygulamalarda
teropotik uygulama gerektiren alanlarda kullanimi olduk¢a yaygin goriilmektedir (Memic

ve ark., 2019).

Jel adi verilen polimerik malzemeler, makromolekiiller tarafindan {i¢ boyutlu ag
olusturularak meydana gelen polimer immobilize eden ¢oziicii sistemlerdir (Lozinsky ve
ark., 2003). Jel kullaniminda ise hidrojeller avantajlart nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir. Hidrojeller, bircok alanda ii¢ boyutlu, ¢oziinmeyen, capraz bagh ve doku
benzeri 6zellikler gosteren, ¢cok fazla miktarda su ve biyolojik siv1 tutabilme kapasitesine
sahip olan malzemeler olarak kullanilmaktadir (Sharma ve Tiwari, 2020). Hidrojeller, ag
bileseni hidrofilik polimer bir malzeme ve sisirme maddesi su olan jellerdir (Memic ve

ark., 2019).

Hidrojeller gida, ilag, tip, miithendislik, adli uygulamalar ve tarimda kullanim alani bulan
cok yonlii malzemelerdir. Cok islevli hidrojellerin tasarimi, ¢evresel iyilestirme, algilama,
ilag salimi, biyotip ile ilgili mevcut ve gelecekteki zorluklarin {istesinden gelmek amaciyla
ortaya ¢ikmaktadir. Kullanim alanlar1 ve polimer yapist itibariyle cesitlilik
gostermektedirler.(Sharma ve Tiwari, 2020). U¢ boyutlu mikro yapilar1 bircok alanda
kurtarict bir rol oynamaktadir, ¢linkii bu mikro yapr hiicre dig1 matrislerin
stabilizasyonundan sorumludur. Polimerik hidrojeller yumusak doku benzeri elastik,
toksik olmayan, biyolojik olarak pargalanabilir ve biyolojik olarak karsilastirilabilir

ozelliklere sahiptir (Suzuki ve ark., 1993; Zhai ve ark., 2002; Sharma ve Tiwari, 2020).

Hidrojelleri, polisakkaritler (seliiloz, nisasta, pektin, aljinat, kitosan), proteinler (jelatin,
ipek fibroin, yumurta albiimini, kazein) ve lipitler (bitkisel yag, yag asitleri) gibi ¢ok
cesitli dogal malzemelerle destekleyip, kullanim alanma gore, dayanikliligi ve

islevselligini arttirmak miimkiindiir. (Ajdary ve ark.,2020).

Hidrojellerin igerigindeki malzeme c¢esitliligi kadar, elde edilisinde kullanilan yontemler de
farklilik arz edebilir. Siniflandirma sekilleri agisindan ¢ok zengin bir kullanim olanagi

saglamaktadirlar. Daha detayli simiflandirilacagi iizere, hidrojeller hazirlanma yoluna ve



fiziksel ozelliklerine gore siniflandirilabilmektedir. (Sharma ve Tiwari, 2020). Bu doktora
tez ¢aligmasinda kullanilan ve bu smiflandirmaya gore elde edilen hidrojel tiirlerinden biri
de kriyojellerdir. Bir jel ¢esidi olan kriyojeller diger bilinen jellerin aksine soguk ortamda
polimerlesen malzemelerdir (Lozinsky ve ark., 2003). Suyla dolu bir polimer ag yapisina
sahip olan hidrojeller, tibbi kullanim ag¢isindan yara eksiidalarin1 emmek ve olusabilecek
yeni enfeksiyonlara karsi bir dis doku ile koruyuculuk saglamak acisindan kullanilmaktadir
(Catanzano ve ark., 2015). Aym sekilde polimerlesme asamasinda farkli bir faz ile yeni
ozellik kazandirilan kriyojeller bu amagla kullanilma konusunda ekstra bir avantaja sahip
olmustur. Bu sebeple ayni siiftan olmalarina ragmen hidrojeller ve kriyojeller arasinda bu

iki malzemeyi birbirinden ayiran farklar mevcuttur (Memic ve ark., 2019).

Son yillarda kullanimi artan bir polimer malzeme olan kriyojeller alternatif tedavi
yontemleri ile birlikte degerlendirilmeye baslanmustir. Ozellikle biyouyumlu malzemelerin
ve bitki iceriklerinin katkis ile kriyojelin iyilestirici etkisi de giderek arttirilmistir. Bu jelin
yapisint gelistirmek ve c¢ok fonksiyonlu bir polimer haline getirmek icin bitki bazli
desteklerin kullanilmas1 miimkiindiir. Jelatin, aljinat ve kitosan gibi bitkisel kokenli destek
malzemeleri, kriyojelin  6zelliklerini iyilestirerek ¢esitli uygulama alanlarinda
kullanilabilir. Bu desteklerin eklenmesiyle, kriyojel daha yiiksek mekanik dayanikliliga,
stabiliteye ve biyolojik uyumluluga sahip olabilmektedir. Ayrica, bitki bazli desteklerin
eklenmesi, kriyojelin yiizey Ozelliklerini, hiicre yapisma ve biiylime yeteneklerini
etkileyebilmektedir. Bu nedenle, bitki bazli desteklerin sentezlenmesi ve kriyojelin
yapilandirilmasi, biyomedikal arastirmalar ve uygulamalar acgisindan biiylik potansiyele
sahip bir alandir (Antunes ve ark., 2021). Bu c¢alismada da, kriyojelin yara iyilestirici
etkinligini arastirmak amaciyla terépotik etkinligi dnceki calismalarda gosterilen ¢ay agaci

bitkisinden faydalanilmistir.

Cay agaci yagi (TTO), Avustralya'da yayilim gosteren Melaleuca alternifolia’ nin
(Myrtales: Myrtaceae) yapraklarinin ve u¢ dallarinin buharla damitilmasiyla elde edilen
ucucu bir yagdir (Pazyar ve ark., 2013). Yapilan ¢aligmalarda ¢ay agaci yagi bitkisinin yara
tyilestirmesini hizlandirdigi, akne gibi cilt yaglanma sorunlarinda tedavi edici olarak
kullanildig1, antibakteriyel, antifungal 6zelliklere sahip oldugu ve anti-kanser aktivitesi
gosterdigi gosterilmistir. Dogal olarak olusan bilesenler iceren bu yag, bircok bakteri
tiirtine karsi etkili olan giiclii antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir. Bununla birlikte, insanlar
icin diisiik toksisiteye sahip oldugu kanitlanmistir, bu da giivenli bir sekilde kullanilmasin

saglar. Cay agaci yagi ayrica yaralarin iyilesmesini destekler. Yara bolgesine



uygulandiginda, enfeksiyon riskini azaltir ve dogal iyilesme siirecini hizlandirir. Bu
ozellikleri sayesinde cay agaci yagi, saglik ve cilt bakimi alaninda popiiler bir bilesen

haline gelmistir (Carson ve ark., 2006; Lee ve ark., 2013; Nenoff ve ark., 1996).

Bunun disinda kriyojel gibi makrogdzenekli malzemeler ilkyardim uygulamalarinda kan
durdurucu olarak kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Ozellikle acil miidahale gerektiren
durumlarda kan ve viicut sivilarmmi makrogdzeneklerine hapsedip absorbsiyonu
kolaylastirmas1 ve mevcut yarayi dis etkilerden koruyarak iyilestirmeyi kolaylastirmasi bu

alanda avantajli bir kullanim alan1 saglar.

Bu caligmada, bahsedilen tiim fonksiyonlarin kriyojele kazandirilmasi icin bitki bazl
desteklerle gelistirilmesi hedeflenmis ve sonug¢ olarak multifonksiyonel 06zellikte
kriyojeller gelistirilmistir. Bu doktora tez caligmasi, literatiire kazandirilmak istenen 6zgiin

bir ¢aligma niteligindedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Polimer ve Polimer Cesitleri

Polimer yapilar giiniimiizde ¢ok c¢esitli kullanim alani bulabilen yapilar olarak karsimiza
cikmaktadir. (Lozinsky ve ark., 2003). Jel temelli biyoteknolojik bir¢ok uygulamada
kullanim alan1 bulmaktadirlar. Bunlardan bazilari, hiicre iskeletleri, yara tedavileri, ilag
salim mekanizmalari, kromatografik yontemler i¢in materyaller, hiicre immobilizasyonu,

elektroforez gibi uygulamalarda ve kat1 kiiltiirlerde matris uygulamalaridir.

Polimerik jeller bir siv1 ile sisebilen capraz bagli polimerler olarak bilinir. Bu jeller,
polimerik bir matrisin sivilar tarafindan sisirilen ancak i¢inde ¢dziinmeyen, iic boyutlu ag
olusturmak i¢in ¢apraz baglandiklar1 kati-sivi sistemlerdir. Jel tarafindan emilen bir sivi
jelin agirhgindan daha fazla olabilir. (Rogovina ve ark., 2008). Gelistirilen polimer

malzeme siviy1 bir arada tutmak i¢in bir matris formunda bulunur.

Polimerik jeller, ¢oziicii iginde ¢6ziinmiis durumda olan monomerik ve polimerik Onciiler
yardimiyla hazirlanabilir. Bunun igin ¢dzelti igine monomer (¢apraz baglayici) ile baska bir
monomerin kopolimerizasyonu s6z konusudur (Okay ve Lozinsky, 2014). Polimerik jeller,
matris yapisinin ii¢ boyutlu karakterini korudugu siirece, ¢capraz bag noktalar1 arasindaki
mesafe arttikca jelin denge sisme degeri de dogru orantili olarak artig gdsterecektir. Yani
daha gevsek ¢apraz bagl bir yapiya sahip zarlarin, daha yogun zarlardan daha hizl sistigi
gosterilmistir (Gudeman ve ark., 1995). Bir jelin c¢apraz baglanmasi, kimyasal bir
baglanmanin sonucu olarak elde edildiginde, insan viicudu sicakliginda genellikle geri
dondiiriilemez. Boyle bir jel, kimyasal olarak c¢apraz bagli veya 'tersinmez' olarak
tanimlanir. Bir jel, ¢capraz baglanmasimin bir kismina hidrojen bagi, iyonik etkilesimler,
kompleks reaksiyonlar, kristalli bolgeler gibi daha zayif kuvvetler neden oldugunda,

fiziksel olarak ¢apraz bagli veya 'tersinir' olarak tanimlanir (Jagur-Grodzinski, 2009).

Ayrica, jeller, iiretim siireci, polimerlesme asamasi, kullanilan malzemeler, kullanim alanm
acisindan oldukga cesitlidirler. Polimerik jel ve jel olusumlarina bakildiginda, {i¢ boyutlu
kovalent ag ile olusan molekiiller arasi kimyasal baglarin oldugu kemotropik jeller,
molekiiler arasi iyonik baglara kararlilik kazandiran iyon degisim tepkimelerini i¢eren
iyonotropik jeller, molekiiller arasinda selatlanma tepkimelerini igceren selatotropik jeller,
¢oziicli bileseninin degistirilmesiyle olusturulan solvatrotropik jeller, polimer sisteminin
olusum asamasinda isitilarak olusturulan ve molekiiller arasindaki hidrofobik

etkilesimlerin jel olusumunda 6nemli oldugu termotropik jeller, polimer sistemin olusum



asamasinda sogutularak olusturulan psikrotropik jeller ve son olarak baslangi¢ sisteminin
dondurulmasiyla elde edilen jel sistemleri olan kriyotropik jeller (kriyojeller) olarak bir

cok sinifa sahip olduklar1 gériilmektedir (Lozinsky ve ark., 2003).

Jellerin uygulama sekillerine bakmadan Once, yara iyilesmesi veya tedavi siireclerinde
uygulanma sekillerini bilmek gerekir. Cilt ylizeyine yapilan uygulamalar, topikal ve
transdermal olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Topikal formiilasyonlar, sistemik maruziyet
olmadan ciltin belirli bir bolgesine ilag verilmesi ile uygulanmaktadir. Diger taraftan,
transdermal formiilasyonlar, ilagin sistemik dolagimda etkili konsantrasyonun saglanmasi
ve siirdiiriilmesi amaciyla cilt yilizeyine uygulanmaktadir. Transdermal formiilasyonlarin ii¢
temel tipi, aerosol pliskiirtme, yari-katilar ve yapistiricilardir. Bunlarin i¢inde, kremler,
merhemler ve jeller gibi yari-kati transdermal ila¢ formiilasyonlar1 sik kullanilir ve cilt

izerinden ilag tagiyarak sistemik etki saglarlar (Delgado-Charro ve Guy, 2014).

Jeller, tiim secenekler arasinda en ¢ok tercih edilenleridir, ¢ilinkii hizli ilag salimi, uygun
yogunlukta olmalari, liretim ve uygulama kolaylig1 ve stabiliteye sahiptir (Raut ve ark.,

2012).

En Onemlisi, jeller ilag salim kapasiteleri ve uzun stireli ilag verme uygulamalarinda da

oldukca kullamshdir. Ideal bir jel, asagidaki ii¢ 6nemli dzelligi tasimalidir (Parhi,2017):
e Jellestirici madde ve bir s1v1 bilesen olmak {izere en az iki bilesen i¢cermelidir
e Her bilesen jel yapisinin stirdiiriilebilirligini saglamalidir
e Kati hal mekanik 6zelliklerini sergilemelidir.

Biyolojik olarak uyumlu polimer malzeme gelistirilmesi son yillarda, hem ¢evreye zarar
vermemesi hem de biyolojik doku ve organlara cesitli Ozellikleri yoniinden uyum
gostermesi yoniinden siklikla tercih edilmektedir. Biyobozunur ve biyouyumlu polimerler,
biyobazli (polihidroksialkanoatlar [PHA], nisasta, protein, polilaktik asit [PLA], Kkitin,
kitosan, aljinat, polibiitilen siiksinat [PBS] ve seliilozikler) ile fosil veya petrol bazli
malzemeler (polikaprolakton [PCL], poli[vinil alkol]) yoluyla iiretilebilmektedir. Hem
insan yapimi sentetik polimerler hem de dogal polimerler giinliik hayatta olduk¢a énemli

rol oynamaktadir (llyas ve ark., 2020).
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Sekil 2.1. Polimer jellerin bazi ayirt edici 6zellikleri

Polimer jeller, genel olarak kaynagina gore (dogal sentetik), polimer kompozisyonuna gore
(homopolimerik, kopolimerik veya ¢oklu polimerik), fiziksel goriinlisiine gore(amorf, yar1
kristal, kristal), elektrik yiikiine gore (noniyonik-notr, iyonik-anyonik veya katyonik,
amfoterik-hem asidik hem de bazik gruplar: iceren, veya zwitteriyonik-her yapisal
tekrarlayan tinitede hem anyonik hem katyonik gruplar iceren) ve ¢apraz baglanma tiiriine
gore (fiziksel ve kimyasal ¢apraz baglanma) farkli sekillerde elde edilebilmektedir (Sekil
2.1) (Chelu ve Musuc, 2023).

Polimer jellerin farkli kategorilerine gore siniflandirilmas: hidrojeller basligi altinda

detaylica ele alinmistir.

2.2. Hidrojeller

Gilinlimiizde bircok caligmada tercih edilen bir jel ¢esidi olan hidrojeller, ¢oziiniir
polimerlerin kimyasal veya fiziksel ¢capraz baglanmasiyla iiretilen biiyiik 6l¢iide hidrofilik
makromolekiiler aglardir (Kamoun ve ark., 2017). Hidrojeller, sulu yari-kati/kat1 jel aglar
olusturmak icin polimerik zincirleri arasinda biiylik miktarlarda su veya biyolojik sivilari
emebilen hidrofilik, ii¢ boyutlu ¢apraz bagl polimer sistemleridir (Singhal ve Gupta, 2015;
Flood ve ark., 2016). Hidrojeldeki polimer aglar, suyu kuru agirliginin %10-20' sinden
binlerce katina kadar emebilir. Hidrojeller, kimyasal olarak kararli olabilir veya zamanla

bozulabilir ve sonunda parcalanip ¢oziilebilir. (Hoffman, 2012).



Farmasotik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan hidrojellerin ana &zellikleri asagidaki

gibidir (Peppas, 2000; Koetting ve ark., 2015):

e Bilesim agisindan (glikozaminoglikanlar gibi) ve mekanik olarak hidrojeller dogal
hiicre dis1 matrise benzerler. Bu nedenle doku rejenerasyonu sirasinda hiicreler i¢in
destekleyici bir malzeme olabilir ve terap6tik bir maddenin iletilmesinde tasiyict

olarak hizmet edebilirler.

e Suyu emme egilimindedirler ve bdylece yumusak bir doku gibi islev gorerek

viicuttaki hiicrelerin dogasina uygun davranirlar.

e Tamamen sismis veya hidratlanmis hidrojellerin elastik 6zelliginin uygulamadan

sonra uygulandig1 dokularda tahrisi en aza indirdigi bulunmustur.

Dogal hiicre dis1 matrise (ECM) benzer 6zellikleri ile doku miihendisligi, biyomiihendislik,
biyomedikal ve teropotik yaklasimlarda siklikla kullanilmaktadirlar (Li ve ark., 2020a;
Nguyen ve ark., 2015; Liu ve ark., 2017). Fizyolojik ortamlara karsi hassas olmalari,
yuksek su icerigi ve esneklik gibi Ozellikleri sebebiyle yumusak dokuya benzemeleri,
biyomedikal uygulamalarda tercih edilebilir olmalarin1 saglamistir. Sicaklik, pH ve iyonik
kuvvetlerle, su ile olan iligkileri nedeniyle (tersinir yonde sisebilir olmalari) kullanilirlar.
Makrogozenekli yapilart ve esnek olmalari onlart suyu ve biyolojik sivilart tutma

konusunda benzersiz kilmistir (Pourshahrestani ve ark., 2020).

Yakin zamanda enjekte edilebilir ozellige sahip hedef bolgeye minimal invaziv
uygulamalar yoluyla kolayca uygulamalara izin veren multifonksiyonel 6zelliklere sahip
hidrojeller, kanamay1 etkili bir sekilde durdurabilen ve yara iyilesmesini hizlandirabilen
umut verici matrisler ortaya c¢ikmustir. Enjekte edilebilir hidrojeller, diizensiz sekilli
yaralar1 tamamen doldurma yeteneginin yan sira daha az agr1 ve yara izi ile sonuglanan
derin kanayan yaralara ulasma yetenegi gibi oldukca basarili ozellikler sunmaktadir

(Patenaude ve ark., 2014; Liang ve ark., 2019).

Doku miihendisliginde yakin zamanda biyomateryallerin tasarlama siklig1 artmastir.
Gelistirilen biyomateryalin ECM ile biyouyumlulugu oldukca 6nemlidir (Chaterji ve ark.,
2007). Bu sayede hidrojeller teropotik amacla kullanilabilmekte ve siklikla tercih

edilmektedir.



2.1.1. Hidrojellerin Tarihgesi

Hidrojeller, "nem tutucu polimerler"dir ve giliniimiizde birgok farkli alanda
kullanilmaktadir (Peppas ve Hoffman, 2020). Ancak hidrojellerin tarihgesi, bir¢ok yil
oncesine dayanmaktadir. 1940'li yillarin ortalarina gelindiginde, hidrojellerin kullanimu,

bir¢ok farkli alanda hizli bir sekilde yayginlasmaya baslamistir (Thakur ve ark., 2018).

Yapilan arastirmalara gore ilk hidrojel kelimesi 1894 yilinda yayimlanan bir makalede
rastlanmistir. Lee, Kwon ve Park (2013)'a gore "hidrojel" kelimesi cok eskilere
dayanmaktadir. Buna gore, ilk kez kullanilan hidrojel giiniimiizde tarif edildigi gibi bir
yapt olmayip; inorganik tuzlardan yapilan koloidal bir jeldi (Thakur ve ark., 2018).
Bununla birlikte, ilk hidrojel Ornekleri, 1950’lerin sonlarmma dogru biyomedikal
uygulamalar i¢in sentezlenmistir (Wichterle ve Lim, 1960). Literatiirde ortaya ¢ikan ve
yiiksek su afinitesine sahip hidrojel olarak tanimlanan ilk ¢apraz bagli ag malzemesi olarak
sentezlenen bu hidrojeller, etilen dimetakrilat ile capraz baglanmis polihidroksietil
metakrilat (PHEMA) bazli ilk kontakt lenslerdi. Insan dokular1 ile kalici temas
uygulamalarinda kullanma hedefiyle, hasta i¢inde kullanilmak {izere gelistirilen ilk
malzemeler olarak bilinmekte idi (Kopecek, 2007; Lee ve ark., 2013a). Wichterle ve Lim
(1960) tarafindan yumusak hidrojellerin ilk kez kullanim1 daha akilli ve gelismis

ozelliklerdeki yeni biyomalzemelerin gelistirmesinde oncii olmustur (Gyles ve ark., 2017).

1960'11 yillarin ortalarinda ise, hidrojellerin kullanim alan1 daha da genisledi. Doku benzeri
amagclarla kullanilabilegi disiiniilen hidrojeller, biyomedikal uygulamalarda da kullanim

alan1 buldu (Chirani ve ark., 2016).

Son yillarda, sentetik polimer hidrojellerin sentezi, karakterizasyonu ve ayristirma
teknolojisinde kullanimi iizerine odaklanilmistir. Bu hidrojeller, tibbi, ilag, ¢evre gibi
cesitli alanlarda kullanim potansiyeline sahiptir. Hidrojeller ayrica diger bazi uygulamalar
icin modifiye edilmis ve karakterize edilmistir. Yapilan bir ¢calismada, hiicre miithendisligi
icin kalsiyum aljinat mikrokapsiiller elde edilmis olup baska bir calismada yaniklari
tyilestirmek icin en uygun kosullari saglayan yeni pansumanlar elde etmek icin kollajen ve
kopekbaligr kikirdagi gibi bazi dogal maddelerle sentetik hidrojeller modifiye edilmistir.
Nihai hidrojel iiriinli, doku miihendisliginde ve trombozu, ameliyat sonrast adhezyon
olusumunu iyilestirmede, ila¢ dagitim sistemlerini, biyosensorler i¢in kullanilabilmektedir

(Saini, 2017).



2.2.2. Hidrojellerin Siniflandiriimasi

Hidrojeller kullanimi itibariyle c¢esitlilik gostermekte olup farkli 6zelliklerine gore
simiflandirilabilir. Bu siniflandirma, yan grubun niteligine gore, ndtr veya iyonik olarak
ayrilabilmektedir. Elektrik yiikiiniin varlii, sentezde kullanilan monomer/polimer ve
gozenek boyutu gibi farkl temellerde cesitli sekillerde de siniflandirilmasit miimkiindiir
(Singhal ve Gupta, 2015). Ayrica, hazirlanma yontemine goére, homopolimer veya
kopolimer aglara ayrilabilir. Aglarin fiziksel yapilarina gore ise amorf, yar1 kristal,
hidrojen bagli yapilar, supermolekiiler yapilar ve hidrokoloidal agregatlar olarak

siniflandirilabilir (Peppas, 2000).

Hidrojeller, capraz baglh zincirlerde elektrik yiikiiniin bulunup bulunmamasina gore ii¢ ana
gruba ayrilabilir. Bunlar nétr/iyonik olmayan hidrojeller, iyonik hidrojeller ve amfolitik
hidrojellerdir. Tablo 1’de g¢esitli iyonik ve iyonik olmayan hidrojel tiplerinin sematik
gosterimini yer almaktadir. Iyonik olmayan hidrojellerin omurgasinda veya yan
gruplarinda yiik yoktur. Bu hidrojeller yalnizca su-polimer etkilesimleri nedeniyle sulu
ortamda siser (Singhal ve Gupta, 2015). Non-iyonik hidrojel Ornekleri arasinda
poliakrilamid (PAAm), polihidroksietil metakrilat (PHEMA), polivinil alkol (PVA) ve
polietilen glikol (PEG) yer alir (Deligkaris ve ark., 2010).

Iyonik hidrojeller, katyon (pozitif yiik tasiyan) hidrojelleri ve anyonik (negatif yiik tasiyan)
hidrojelleri icerir. Iyonik hidrojelin sismesi, iyonik zincirlerin ayrigma derecesini
belirleyen sulu ortamin pH"1 tarafindan yonetilir. Sisme kapasitelerini arttirmak igin
reaksiyon karisimina iyonik bir komonomer de eklenir. Hidrojel preparasyonu igin
monomerler genellikle olagan polimerizasyon sicakliginda kati  oldugundan,
polimerizasyon reaksiyonlarinin sulu bir ¢ozelti iginde gergeklestirilmesi gereklidir.
Hidrojel yapist ve dolayistyla hidrojel 6zellikleri, hidrojellerin olustugu kosullarla, yani
capraz baglayict konsantrasyonu, monomerlerin baslangi¢ seyreltme derecesi ve ag
yapisint olusturan birimlerin kimyas1 ile yakindan iliskilidir (Okay, 2009). Katyonik
hidrojellerin sentezinde kullanilan monomerlerin drnekleri arasinda Vinil piridin, aminoetil
metakrilat (AEMA), Dietilaminoetil metakrilat (DEAEMA) yer alir (Singhal ve Gupta,
2015).

Anyonik hidrojeller ise omurgalarinda negatif yiik tagirlar. Biiyiik miktarlarda su veya sulu
coziiciileri emerek sisebilen ii¢ boyutlu polimer aglardir ve sisme davranislari, pH, iyonik
kuvvet, ¢Oziicii bilesimi ve sicaklik gibi dis c¢evre kosullarindaki degisikliklere bagh
olabilir. Ozellikle, anyonik hidrojeller, ¢evresel pH degisikligine bagli olarak sismede



siddetli degisiklik sergilemektedir. Bu pH'a duyarli sisme davranisi, ¢evreleyen ortamin
pH'ma bagh olan jellerdeki fonksiyonel gruplarin iyonlagmasindan kaynaklanir. Bu
iyonizasyon, polimer aglarin penetrant tasima mekanizmasin1i 6nemli Olc¢lide etkiler.
Anyonik hidrojellerde, iyonlasma derecesinin artmasi, yiiklii gruplar arasindaki
elektrostatik itmeye katkida bulunur ve bu nedenle jelleri yiiksek derecede sisirir (Kim ve
ark., 2003). Anyonik hidrojellerin monomerlerinin 6rnekleri arasinda Akrilik asit (AA),
krotonik asit (CA), maleik asit (MA) ve metakrilik asit (MAA) yer almaktadir (Singhal ve
Gupta, 2015).

Amfolitik hidrojeller ayn1 polimer zinciri lizerinde pozitif ve negatif yiikler tasirlar. Bu
hidrojel, her bir yapisal tekrar biriminde hem asidik hem de bazik gruplar igerir. Bu yiikler
izo-elektrik noktasinda dengelenir. pH'daki kiigiik bir degisiklik, bu tiir hidrojellerin genel
iyonik ozelliklerini degistirebilir (Mahdavinia ve ark., 2004; Omidian ve Park, 2010).

Hidrofobik modifiye hidrojel, asili hidrofobik grup ile hidrofilik bir omurga (iyonik veya
iyonik olmayan) iceren 6zel bir hidrojel kategorisine aittir. Sulu ¢ozeltide hidrofilik ve
hidrofobik etkilesim arasindaki denge sicaklikla degisir. Boylece, belirli bir sicaklikta,
jellesme ile sonuglanan hidrofobik agregasyon meydana gelir. Yapilan bir ¢alismada
hidrofobik segment iceren hidrofobik olarak modifiye edilmis jelatinden hidrojeller
dretilmistir. Bu calismada hidrofobik olarak modifiye edilmis hidrojellerin (HMG),
jelatinin uzun alkil zinciri ile modifikasyonu yoluyla hidrofobik etkilesimi artirarak, amino
asit kalintilarinin sayisina bakilmaksizin hidrojelin stabilitesini ve mekanik dayanikliligini
artirma konusunda biiyiik bir potansiyele sahip oldugu gosterilmistir. Bu anlamda yiikli
hidrofilik ve hidrofobik molekiillerin bu hidrojele (HMG) adsorbsiyonu ve hidrojelden
salimi ayr1 ayri incelenmis ve HMG hidrojelinin hem yiiklii hidrofilik hem de hidrofobik

ilaclar i¢in bir tasiyici olarak kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir (Takei ve ark., 2020).

Zat yiikli polimerik zincirler arasindaki etkilesimi igeren jeller, kompleks koaservat jel
olarak bilinmektedir. Bu hidrojellerde, zit yiiklii (pozitif ve negatif yiiklii) iki polimer
birlikte karistirtlir. Polimerler birbirlerini ¢ekerek birbirine yaklagirlar ve iginde
bulunduklar1 ¢ozeltinin konsantrasyonuna ve pH'mma bagli olarak ¢ozilinebilen ve
coziinemeyen kompleksler olustururlar. Daha ¢ok termo geridoniisiimlii ilag tasiminimda
kullanilmaktadirlar. Ornegin katyonik kitosan ve anyonik aljinat birlikte kullanildiklarinda

kompleks koaservat olustururlar (Li ve McClements, 2011).
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Hidrojel sentezinde kullanilan monomer/polimer tiiriine goére hidrojeller dogal ve sentetik
olmak tizere iki farkli kategoride de siniflandirilabilirler (Cizelge 2.1). Dogal hidrojeller,
kollajen, fibrin, hyaluronik asit, kitosan, aljinat ve dogal lifler gibi malzemelerin tiirevlerini
icerir. In vivo hiicre dis1 matrisin (ECM) bilesenleri olduklar1 i¢in en iyi fizyolojik
hidrojeller olarak anilirlar. Dogal hidrojeller daha biyouyumludurlar, ancak deneysel
olarak tekrarlanabilirlikleri daha diisiiktiir. Poli(etilen glikol) diakrilat, politHEMA/ akril
amid), poli(vinil alkol) gibi sentetik hidrojeller ise nihai yapilarini polimerizasyon kosullar1
altinda kazanirlar ve dogal hidrojellere kiyasla daha tekrarlanabilir 6zelliktedir (Chirani ve
ark., 2016). Polimerizasyonu ortam ve sicaklik kosullarmma bagimlidir ve titizlikle

olusturulmasi gerekir (Lee ve ark., 2013Db).

Kolay hazirlanmalar1 ve kolay karigabilmeleri nedeniyle sentetik ve dogal hidrojellerin
kombinasyonu ile hibrit hidrojeller iiretilmistir. Bu karigim, yiiksek elastikiyete ve iyi
mukavemete sahip ve biyouyumlu bir malzeme meydana getirmektedir; bu nedenle, dogru
oranlarda sentetik ve dogal hidrojellerin kullanilmasi ile elde edilen karisim, insan
dokularininkine benzer mekanik Ozelliklere sahip olabilmekte ve bu amagcla

kullanilmaktadir (Garnica-Palafox ve Sdnchez-Arévalo, 2016).

Polimer aglar arasindaki gézenek boyutuna bagl olarak, hidrojelin ag yapist gdzeneksiz,
mikro gozenekli veya siiper gozenekli olarak siniflandirilabilir. Gozenekler hidrojelin
sisme mekanizmasini etkiler. Go6zeneksiz hidrojelde diflizyon, ortamdaki sisen suyun
tasinmasi i¢in tek mekanizmadir. Mikro gozenekli hidrojelde birka¢ mikron ila birkag yiiz
mikron arasinda kiicilk gozenekler mevcuttur. Bu hidrojellerde sisme mekanizmasi,
polimerik substrattan diflizyonun yam1 sira gozeneklerden sizma gseklinde bir
kombinasyona sahiptir. Bu kombinasyon, daha yiiksek diflizyon orani saglamaktadir
(Singhal ve Gupta, 2015; Riley ve ark., 2019). Siiper gdzenekli hidrojeller ise ¢ok yiiksek
hacimde biiyiik boyutlu gézenekler igerir; ¢cok kisa siirede son derece yiiksek sisme oranlari
elde etmede avantajlidir. Bu hidrojeller, farmasotik uygulamalarda ve biomateriyal

sentezinde kullanilabilmektedir (Kuang ve ark., 2011).
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Cizelge 2.1. Hidrojellerin Smiflandirilmasi

Smif Alt simif Referans

Elektrik yiikii durumuna gore | Notral Deligkaris ve ark., 2010

hidrojeller Katyonik Shaghaleh ve ark., 2022
Anyonik Zhou ve ark., 2014
Amfolitik Mahdavinia ve ark., 2004;

Omidian ve Park 2010

Hidrofobik Modifiye Takei ve ark, 2020
Kompleks Koaservatlar Li ve McClements, 2011

Hidrojel Sentezinde | Dogal Catoira ve ark., 2019

kullanilan - monomer/polimer Sentetik Madduma-Bandarage ve

tiirtine gore hidrojeller Madihally, 2021

Hibrit Garnica-Palafox ve Sanchez-

Arévalo, 2016

Por boyutuna gore hidrojeller | Gozeneksiz Moghaddam ve ark., 2019
Mikrogdzenekli Riley ve ark., 2019
Stiper Gozenekli Chen ve Park, 2000; Kuang
ve ark., 2011

2.2.3. Hidrojellerin Olusturulmasi

Hidrojellerin olusturulmasinda kullanim amacma baglhh olarak c¢esitli parametreler
kullanilmaktadir.  Bu parametreler, hidrojellerin biyobozunurlugu, biyouyumlulugu,
toksisitesi, sisme parametreleri, ¢evreye duyarli olup olmamasi gibi durumlarin
belirleyicisidir. Cizelge 2.2°de, yeni bir hidrojel gelistirilmesi i¢in gerekli olan

parametreler yer almaktadir (Ganji ve ark., 2010).

Monomerin yapisi, sayist ve oranina gore; hidrojeller homopolimerik, kopolimerik,
multipolimerik, i¢ ice gegen aglar olarak ayrilabilir. Bu hidrojeller, farkli monomer
kombinasyonlar1 segilerek veya orijinal hidrojel yapisinda ikinci bir polimerizasyon/¢apraz
baglama islemi gerceklestirilerek hazirlanabilir. Ornegin akrilamid gibi oldukca hidrofilik

bir monomer, hidrofobik bir monomer (Biitil metakrilat gibi) veya ¢evreye duyarli bir
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monomer secilerek; farmasotiklerin kontrollii saliminda kullanilabilir. Boylece istenilen

parametrelerle bir denge saglanabilir (Singhal ve Gupta, 2015).

Homopolimer hidrojellere, bir tiir monomerik birimden elde edilen ¢apraz bagli polimer
aglart denir. Tek monomer bazli hidrojel 0Ozellikle biyomedikal uygulamalarda
gereklilikleri tam olarak karsilamayabilir. Ornegin sisme orami ¢ok yiiksek olmasimna
ragmen mekanik Ozellikleri zayif kalabilir. Bu durumda multikomponent hidrojeller ve

birden fazla capraz baglama islemi uygulanabilir (Gyles ve ark., 2017).

Kopolimerik hidrojeller ise, genellikle ikisinden birinin hidrofilik 6zelliklere sahip oldugu
iki veya daha fazla farkli monomer sinifindan olusur. Bu tip polimer konfigiirasyonu,
polimer agmin omurgasi lzerinde blok veya diizensiz konfigiirasyon ile rastgele
diizenlenmis bir polimer zincirine sahiptir. Hidrofilik monomer, hidrojelin sisme
profilinden sorumludur. Kopolimerik hidrojel genellikle her iki monomerin bir baslatici ve
cok islevli capraz baglayici kullanilarak, tercihen uygun ¢oziiciiniin varliginda kimyasal
capraz baglanmasi/polimerizasyonu yoluyla hazirlanmaktadir (Madsen ve ark., 2008;

Singhal ve Gupta, 2015).

Hidrojellerin ¢oklu uyaranlara yanit verme kabiliyeti biyomedikal uygulamalar igin
uygundur (Fu ve ark., 2018). Homopolimer/kopolimer hidrojelin mekanik zayiflig1 ve
kirilganligi, bazi durumlarda kullanimlarini = smirlamaktadir. Bu hidrojellerin  bu
sinirlamasinin iistesinden gelmek icin, yiiksek mekanik mukavemet ve basarili genel
hidrojel yapis1 sunan multipolimer hidrojeller hazirlanmistir. Ornegin, PAAm/jelatin bazl
hidrojeller ve PAAc-HEMA/jelatin bazli hidrojeller multipolimer hidrojellere 6rnek
olabilir (Singhal ve Gupta, 2015; Fu ve ark., 2018).

Hibrit aglar olarak da bilinen ¢oklu polimer aglar, genellikle 6nceden polimerize edilmis
hidrojeli, monomerlerden ve bir polimerizasyon baslaticisindan olugsan polimerik ag
cozeltisinden meydana gelmektedir. Bu ¢ozeltide bulunan iki veya daha fazla polimerin
polimerizasyonunu iceren I¢ ice giren aglar (Interpenetring network, IPN) ve Yar1 i¢ ice
giren aglardan (Yar1 IPN) olusmaktadir (Gyles ve ark., 2017). IPN hidrojelleri genellikle
her iki polimer arasinda herhangi bir kimyasal baglanti olmaksizin i¢ i¢e ge¢mis iki
polimer agdan olusur. Ik polimerik agmn dogrusal olmasi ve baska bir capraz bagh aga
(aralarinda bagka herhangi bir kimyasal bag olmadan) niifuz etmesi durumu, yar1 IPN

olarak adlandirilir (Jones ve ark., 2012).
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Tiim bunlarin digindaki parametrelerden biri de ¢apraz baglamada kullanilan hidrojel ag
yapisinin tliriine ve ¢apraz baglayicinin miktarina karar vermektedir. Bu karar hidrojelin ne
amacla sentezlendigine gore degisiklik gosterebilir. Hidrojeli ¢apraz baglamada kullanilan
capraz baglayicilar iki ana kategoride incelenir. Bunlar fiziksel ve kimyasal g¢apraz

baglayicilardir.

Cizelge 2.2. Hidrojel Gelistirilmesi i¢in Sentez Parametreleri

Sentez Parametreleri Alt Stmif Referans
Monomer tiirii, miktar1 ve | Homopolimer Hidrojeller Gyles ve ark., 2017; Du
orani ve ark., 2020;
Kopolimer Hidrojeller Madsen ve ark., 2008;
Thankam ve Muthu, 2014
Multipolimer Hidrojeller Fu ve ark., 2018
Icice giren Ag (IPN) Hidrojeller | Banerjee ve ark., 2012
Hidrojen Bag Etkilesimi Guo ve ark., 2014
Fiziksel Dondurarak Cozdiirme Zhang ve ark.,, 2013;
Capraz Memic ve ark., 2019
Baglama Termojelasyon Chang ve ark., 2015
Yiik Etkilesimleri Cappuccio ve ark., 2004;
Parhi,2017
Uygun
capraz Mikrojeller ve Nanojeller Sivakumaran ve ark.,
baglanma 2013; Jiang ve ark., 2014
yonteminin
segimi Radikal Polimerizasyon Das ve ark., 2018
Fonksiyonel Gruplarin Kimyasal | Yigit ve ark., 2011
Reaksiyonu
Yiiksek Enerjili Isinlama Fekete ve ark., 2016
Enzim  Kullanarak  Capraz | Teixeira ve ark., 2012
Kimyasal Baglama
Capraz Slide-ring Ito, 2007; Feng ve ark.,
Baglama (SR) jel 2020
Double Chen ve ark., 2015
. twork
Ozel Yapisal ?Bhv;)or
Konfigiirasyonla hidrojeller
r
Nano-
kqmeth Gaharwar ve ark., 2014
Hidrojeller

Polimerik molekiiller arasindaki bagin dogasina baglh olarak siniflandirilan fiziksel ve
kimyasal capraz bagl hidrojellerde liretim yontemi olduk¢a onemlidir. (Sikdar ve ark.,

2021; Sanchez-Cid ve ark., 2022). Fiziksel olarak c¢apraz bagli hidrojellerin yapilanmasi,
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temel olarak iyonik baglar, hidrofobik kuvvetler ve hidrojen baglari1 gibi tersinir olan ve
cevresel degisikliklerle (6rn. sicaklik ve pH) degistirilebilen zayif etkilesimlere baglidir.
Kimyasal yapida herhangi bir degisiklik meydana getirmez. Kimyasal olarak ¢apraz bagl
hidrojeller, kovalent baglarla bagli olduklart i¢in polimerik zincirleri arasinda kalici ve

giiclii etkilesimler ile olusurlar (Catoria ve ark., 2019) (Sekil 2.2).

Fiziksel hidrojeller, jellerin kovalent olmayan baglarla ¢6ziinmez hale getirilmesiyle
karakterize edilir ve farkli etkilesimlerle olusabilir. Kimyasal aglardaki kovalent ¢apraz
baglama noktalarinin aksine, fiziksel jeller, birka¢ yan yana bagli polimer zincirinin
genisletilmis baglanti bolgeleri aracilifiyla olusmaktadir. Dogal polimerlerin biiytlik bir
cogunlugu fiziksel aglar olusturur. Fiziksel hidrojeller, capraz baglarin tiirli, ag
olusumunun rastgeleligi ve bu parametrelerin olusan aglarin sertligi ve elastik modiilleri
tizerindeki etkileri agisindan kimyasal hidrojellerden farklilik gosterir. Fiziksel hidrojeller,
viskoelastik katilar olarak goriilebilir ve hazirlama yontemlerine gore siniflandirilabilir.
Polimer zincirlerinin fiziksel capraz baglanmasi, cesitli gevresel tetikleyiciler (pH, sicaklik,
iyonik gii¢) ve ¢esitli fizikokimyasal etkilesimler (hidrofobik etkilesimler, yiik
yogunlagmasi, hidrojen bagi v.b.) kullanilarak elde edilebilir. Farkli tiplerdeki fiziksel
jeller, bes kategoride incelenebilir (Cizelge 2.2). Bunlar hidrojen bag etkilesimleri (Guo ve
ark., 2014), dondurarak c¢ozdirme (Zhang ve ark., 2013; Memic ve ark., 2019),
termojelasyon (Chang ve ark., 2015), yiik etkilesimleri (Cappuccio ve ark., 2004; Parhi,
2017), mikrojel ve nanojel uygulamalarini (Sivakumaran ve ark., 2013; Jiang ve ark.,

2014) kapsamaktadir.

Kimyasal capraz baglanmalar ise kendi i¢inde radikal polimerizasyon (Das ve ark., 2018),
fonksiyonel gruplarin kimyasal reaksiyonu (Yigit ve ark., 2011), yiiksek enerjili 1s1nlama
(Fekete ve ark., 2016), enzim kullanarak capraz baglama ve Slide-ring (SR), Double
network (DN), nanokompozit hidrojeller gibi 6zel yapisal konfigiirasyonlar seklinde

gergeklesmelerine gore ayrilmaktadir.
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polar gruplar

/\

hidroliz,
\%—E oksidasyon vb. \
/

hidrofobik polimer
§ hidrofobik
¢apraz baglanma etkilesimler
kimyasal hidrojel fiziksel hidrojel

Sekil 2.2. Kimyasal ve fiziksel hidrojel olusumu (Chirani ve ark., 2016)

Dondurarak ¢ozdiirme teknigi, fiziksel capraz baglama yontemleri arasinda yer almakta
olup ozellikle polisakkarit iceren jellerle hazirlanan biyomalzemelerde verimli olabilecek
bir tekniktir, c¢linkii yiiksek biyolojik uyumluluga, diisiik toksisiteye ve fizyolojik
kosullarda enzimatik veya kimyasal olarak ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir. Dondurma-
cozme islemi sonucunda yapida mikrokristallerin olusumu s6z konusudur (Zhang ve ark.,
2013). Kriyojeller olarak da adlandirilan bu yonteme goére makrogdzenekli bir polimer

malzeme meydana gelmektedir.

2.2.4. Kriyojeller, Elde Edilisi ve Kullanim Alanlar
2.2.4.1. Kriyojeller

Kriyojeller, polivinil alkol (PVA) bazli ilk kriyojelin sentezinden itibaren giiniimiize kadar
iizerine ¢alisilan bir alan haline gelmistir. Saflastirmadan doku miihendisligine ve medikal
uygulamalara kadar hayatin ¢ogu alaninda gereksinimler dahilinde uygulama imkan

bulunmustur (Yavaser ve Karagozler, 2021).



Bir jel ¢esidi olan kriyojel kelimesinin kdkeni Yunancaya dayanmaktadir. Yunanca’da
kr1’os (kryos) buz ya da donma anlamina gelmektedir (Lozinsky, 2018). Kriyojeller diger
bilinen jellerin aksine soguk ortamda polimerlesen malzemelerdir (Lozinsky ve ark.,
2003). Birbirleriyle baglantili genis gozenekleri, hidrofilik yapilari, sentezlenirken ¢oziicii
ve gozenek yapict olarak toksik madde gerektirmemeleri ve mekanik olarak dayanikli
olmalarinin yaninda esnek yapiya sahip olmalar1 sayesinde bir¢ok kullanim avantaji

sunmaktadirlar.

Kriyojellerin yaklasik 50 yillik bir gegmisi bulunmaktadir (Oncel ve ark., 2017).
Yayinlanan makalelere bakildiginda, “kriyojel” teriminin, 1lik donmus organik ortamlarda
makromolekiiler oOnciillerin kimyasal c¢apraz baglanmasi yoluyla hazirlanan polimerik
malzemeleri tanimlamak i¢in ilk kez 1984 yilinda yayinlanan bir makalede kullanildigi
sOylenebilir (Lozinsky, 1984). Bahsi gecen makaleye ek olarak, donmus sistemlerde
(cogunlukla sulu sistemlerde) olusan jeller icin farkli terimler kullanilmistir:
cryocoacervates (Schulze ve ark., 1964), cryocoagulates (Vol’khin ve ark.,1973), cryo-
concentrated gels (Lawrence ve ark., 1986), anomalous gels (Watase ve ark., 1983), freeze-
thaw gels (Nagura ve Ishikava, 1984), bu terimlerden bazilaridir. Bununla birlikte,

1980'lerin sonundan bu yana "kriyojel" terimi daha popiiler hale gelmistir.

Dondurarak kurutma (freeze-drying) yoluyla elde edilen baz1 polimer matrisler de birtakim
yazarlarca kriyojel olarak adlandirilmistir. Polimerik c¢ozeltilerin  veya koloidal
dispersiyonlarin dondurulmasi, kati-sivi faz ayrimima neden olur ve ardindan katilagmis
coziicli kristallerinin siiblimlesmesi, bu sekilde yapilanmig sistemi "sabitler", ancak bu
ardisik adimlar sirasinda jellesme meydana gelmez. Bu nedenle bu sekilde hazirlanmis

matrislerin kriyojel olarak adlandirilmasi dogru olmayabilir.

Bunun disinda, ticari olarak iiretilen serinletici etkili joleye benzeyen ilaglarin, bazi
kompleks immiin hastaliklar1 olan hastalardan alinan kan plazmasmin diistiik pozitif
sicaklikta sogutulmasi ile olusan proteinli, suyla sismis pihtilarin da, herhangi bir donma-
¢ozme islemi icermediginden kriyojel olarak adlandirilmamasi daha uygun olmaktadir

(Lozinsky, 2014).

Kriyojellerin performansi, gozenek boyutu, gozenek duvarinin kalinlig1 ve yogunlugu gibi
parametrelerden etkilenir. Gozenek boyutu akis direncini etkiler. Gozenek duvarinin
kalinlhig1 ve yogunlugu kriyojelin makroskopik mekanik ozelliklerini belirler. Tamamen

suyla sisirilmis bir kriyojelin toplam agirliginin ortalama %3-4' kurutulmus polimer
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agirhgidir. Agirhigim %4-5'1 polimerle bagh su igerir. Boylece kriyojelin geriye kalan
agirhiginin %901 gozenekler i¢indeki sudan olusur. Kriyojellerin elastikiyeti nedeniyle,
biiylik gozeneklerdeki suyun %701 mekanik sikistirma yoluyla ¢ikarilabilir. Bu 6zellik,
kriyojel hacminin biiylik bir kismmin birbirine bagh gozeneklerden olustugunu

gostermektedir (Plieva ve ark., 2004).

Tipik olarak, kriyojeller, birka¢ pm kalinhiginda gozenekli duvarlara sahip (ortalama
gozenek cap1 1<d<300 um araliginda) mikro/makropordoz malzemelerdir. Yasam bilimleri
simiflandirmasma gore, dano <0,1 pm, 0,1<dmicre<100 pm ve dmacre>100 pum caplarindaki
gozenekler sirastyla nano-, mikro- ve makroporlara karsilik gelir. Bu goézenek
siniflandirmasi, [IUPAC goézenek siiflandirmasindan daha uygun bir sekilde makropordz
kriyojeller i¢in kullanilir ¢iinkii IUPAC siiflandirmasinda d>50 nm olan tiim gozenekler
makroporolar olarak tanimlanir. Nanogodzeneklerin daha ayritili bir siniflandirmasinda,
bunlar, dar (0.4<d,,<2 nm), orta (2<d»<50 nm) ve genis (50<d»<100 nm) olmak tizere ii¢
tip olarak simiflandirilabilir. Bu nanopore boyut araliklar1 sirasiyla IUPAC go6zenek
siniflandirmasindaki mikro- (nano-), mezo- ve makroporlara karsilik gelir (Gun'ko ve ark.,

2013).

Kriyojeller fiziksel veya kimyasal olarak capraz baglanmis homojen veya heterojen
polimer aglarinin olusturulmasiyla elde edilebilirler (Kathuria ve ark., 2009). Ayrica
kriyojellerin yapiminda farkli oOnciiller kullanilarak ve farkli kimyasal reaksiyon
uygulanarak kullanilacagr alan dogrultusunda ¢ok farkli sekil ve oOzelliklerde

sentezlenebilirler (Henderson ve ark., 2013; Luo ve ark., 2015; Zhao ve ark., 2018).

2.2.4.2. Kriyojellerin Elde Edilisi

Kriyojeller, monomerlerin ¢apraz baglanmasi ile veya donmus ¢ozeltilerdeki lineer
polimerlerin ¢apraz baglanmasi yoluyla hazirlanmaktadir. Sentezlenen kriyojel, kullanilan
monomerik ve polimerik Onciiller, ¢apraz baglayicilar, genel hazirhik kosullar1 ve

karakterizasyon teknikleri bakimindan c¢esitlilik gostermektedir (Sekil 2.1).

Serbest radikal c¢apraz bagli kopolimerizasyon yoluyla, c¢esitli monovinil-divinil
komonomer ¢iftleri kriyojellerin hazirlanmasinda kullanilabilir. Genellikle, akrilamid
(AAm), N,N-dietilakrilamid, N,N-dimetilakrilamid (DMA), akrilik asit (AAc), N-
izopropilakrilamid (NIPA), 2-hidroksietyl metakrilat (HEMA) ve 2-akrilamido-2-
metilpropan siilfonik asit sodyum tuzu (AMPS) gibi suda c¢oziinebilen monomerler

kryojellerin  sentezinde kullanilmistir. Bu monomerler, N,N-metilen(bis)akrilamid
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(BAAm), polietilen glikol diakrilat veya biyolojik olarak pargalanabilen ¢apraz
baglayicilar ile birlikte kullanilmaktadir (Ehrburger-Dolle ve ark., 2009; Kirsebom ve ark.,
2009a). Nanoboyutlu kil partikiilleri (Laponit), ¢ok yiiksek esneklige sahip kriyojellerin
hazirlanmasinda ¢ok fonksiyonlu bir ¢apraz baglayici olarak kullanilabilir (Zheng ve ark.,
2013). Polimerizasyon reaksiyonlarinin baglatilmasi i¢in genellikle bir amonyum perstilfat
(APS) ve N,N,N',N'-tetrametiletilentriamin (TEMED) redoks reaksiyon baslatic1 sistemi
kullanilir. Radikal baslaticilarin ayrismasi sicakliga baglh oldugundan, reaksiyon ¢ozeltileri
baglatict eklenmeden Once sogutulmalidir. Aksi takdirde, reaksiyon sisteminin
dondurulmasindan once jel olusumu baglar ve geleneksel jellerin olusumuna neden olur.
Alternatif olarak, hidrokinon gibi polimerizasyon inhibitorleri reaksiyon sistemi i¢ine dahil

edilebilir (Okay ve Lozinsky, 2014).

Kriyojeller, dogal veya sentetik polimerlerin kimyasal ¢apraz baglayicilari ve polimerlerle
hazirlanabilir. Proteinler i¢in en fazla kullanilan ¢apraz baglayici, sulu ¢ozeltilerdeki peptit
zincirinin amin grubuna karst oldukg¢a aktif olan glutaraldehittir.  Glutin, fibrinojen,
kollajen ve s1g1r serum albumini gibi proteinler, kitosan, hyaluronik asit gibi polisakkaritler
ve poliakrilamid (PAAm) ve poli(vinil alkol) (PVA) gibi sentetik polimerler, donmus

cozeltilerinde glutaraldehit kullanilarak ¢apraz baglanabilir (Ivanov ve ark., 2007).

Kriyojellerin olusturulmasi igin, lineer polimerler yerine mikro boyutlu jel partikiiller de
kullanilabilmektedir. Bu yontemde, PNIPA jel partikiillerinin dondurulmus sulu
siispansiyonlar1 veya glutaraldehit kullanilarak kiiresel ve cubuk sekilli bakteri hiicrelerinin
dondurulmus sulu siispansiyonlar1 gibi ¢esitli jel partikiilleri, capraz baglayic1 olarak
kullanilarak sikica paketlenmis partikiillerden olusan gézenek duvarlarina sahip kriyojel

yapilari elde edilebilmektedir (Kirsebom ve ark., 2009b; Zhao ve ark., 2011).

PNIPA, N-izopropilakrilamid adi verilen bir polimerdir (Hiramure ve ark., 2018). Bu
polimer, belirli kosullarda su i¢inde ¢6ziiniirken, bagka kosullarda ise ¢okelir ve jel benzeri
yapilar olusturur. PNIPA jel partikiilleri ise bu polimerin jel formundan elde edilen ve
belirli boyutlarda kiiresel veya diger sekillerde olan partikiillerdir. Kriyojel yapiminda
kullanilan PNIPA jel partikiilleri, glutaraldehit veya diger ¢apraz baglama maddeleri ile
birlestirilerek, siki paketlenmis partikiillerden olusan gozenek duvarlarina sahip kriyojel

yapilaria doniistiiriilebilir (Tang ve ark., 2021).

Kriyotropik jellesme fenomeninin cesitli yonleri iizerine yapilan c¢ok sayida caligma,

kriyojellerin, pozitif sicakliklarda olusan geleneksel jellere benzer sekilde, asagidaki
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kategorilere giren Oncii sistemlerden hazirlanabilecegini gostermistir (Plieva ve ark., 2011;

Gun’ko ve ark., 2014):

Kolloidal dispersiyonlar: Kolloid sollarin donmasi ve bunun sonucunda ortaya
cikan kriyokonsantrasyon etkiler, parcaciklar arasi siki temaslarin olusmasina yol
acar. Bu temaslar ya kohezyon kuvvetleri tarafindan ya da bazi reaktif yardimci
maddeler mevcutsa, tanecikli madde taneleri arasinda kimyasal baglarin olusumu
ile stabilize edilir. Kolloid sistemlerinin donma-¢oziilme yapilanmasi ve jellesmesi,
kriyotropik jellesmenin en eski ornegidir ve Ozellikle gida maddelerinin donmus

halde depolanmasiyla ugrasan kisiler tarafindan yillardir bilinmektedir.

Monomerik Onciillerin ¢ozeltileri: Kimyasal veya radyasyonla indiiklenen capraz
bagli polimerizasyon veya polikondensasyon, genellikle genis gdzenekli siingerimsi
bir morfolojiye sahip olan kovalent olarak capraz baglh jel malzemelerine neden
olan 1lik donmus sulu veya organik ortamlarda gerceklesir (monomerlerin kimyasal

dogasina bagli olarak).

Yiiksek molekiil agirlikli 6nciillerin ¢ozeltileri: Kimyasal ajanlar veya 1smnim (gama
isinlari, elektron 1sinlari, UV 1simlama, uygun bir foto-baslatici varliginda fotoliz)
ile makromolekiillerin kiirlesmesi, sistemlerde kimyasal olarak ¢apraz bagl yiiksek
gozenekli matrislere neden olur. Bu jel malzemelerin gozenekliliginin 6zellikleri
(yani makropordz veya siipermakropordz silingerimsi dokusu), donma kosullari,
dondurulabilen ¢dziiciiniin miktar1 ve ¢dziicii polikristallerinin boyutu, yani porojen

partikiiller tarafindan yonetilir.

Kendiliginden jellesen polimer c¢ozeltileri: Bu tiir oncii sistemler, ¢dziiciiniin
termodinamik kalitesinin degismesi iizerine veya bir protein denatiiran1 gibi
makromolekiiler zincirlerin konformasyonunda bir degisiklige neden olan, ¢dziinen
bir maddenin eklenmesiyle fiziksel (kovalent olmayan) jeller olusturma yetenegine

sahiptir.

Diisiik molekiil agirlikli veya polimerik capraz bagli karst iyonlar1 igeren
polielektrolit ¢ozeltileri: Polielektrolit ¢ozeltileri, diisiik molekiil agirlikli veya
polimerik capraz bagh karsi iyonlar1 igerebilir ve bu sayede polielektrolit zincirleri
arasinda yeterince stabil iyonik kopriiler olusabilir. Ancak, bu tiir jel olusumu, iyon

degisimi reaksiyonlarinin hizli siiregler olmast nedeniyle kriyotropik jel
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olusumunun nadir bir varyasyonudur ve bu nedenle Onciil c¢ozeltinin jel

olusumundan 6nce dondurulmasi teknik olarak zor olabilir (Lozinsky, 2014).

SRR Ii £ Makroporiar aras
daglatci i i e Grenskisr i S 2
Monomer $ Polimer faz  Buz kristali baganti gazenekie Kriyojel iskeleti

T -
w—
|

—— ———
Dondurma Gozdlirme
48°€ 25 ¢
Maonomer- i Kriyojelasyon Kriyojel Porlu yap SEM
baslatici solisyonu gorintisi

Sekil 2.3. Kriyojellesmenin asamalar1 (dondurma, ¢ozdiirme ve kurutma sonrasi SEM
goriintiisii)

Diger yontemlerle karsilastirildiginda, makropordz jeller iiretmek i¢in kullanilan teknikler
arasinda, kriyojelasyon genellikle zaman ve kaynak acisindan verimli bir yontem olarak
gorlilmektedir. Gegmis yillarda yapilan calismalarla, baz1 parametrelerde yapilabilecek
degisikliklerle, kriyojeller kullanim amacimna gore Ozellestirilebilecegi goriilmektedir
(Cizelge 2.3). Buna gore, kriyojeller capraz baglanma tiirline gore goézenek boyutu
degisiklik gosterebilir (Memic ve ark., 2019). Fiziksel capraz baglh jellerde donma hizi
arttikca dayaniklilik azalir. Ayrica, fiziksel capraz bagl jellerde donma hizi arttikca
gbzenek boyutu kii¢iildiigii belirtilmektedir. Kimyasal ¢apraz baglarda biiylik gézenek elde
edilebilecegi belirtilmektedir.

Kriyojelasyon sicakligi arttikca gozenek kalinligi ve yogunlugu artmaktadir. Polimer
molekiil agirlig1 arttikca jel sertligi artmakta, azaldik¢a gbézenek boyutu artmaktadir.
Kriyojelin konsantrasyonunun artmasi ile elastikiyet artmakta, azaldik¢a kriyojel olugsma
stiresi artmaktadir. Son olarak sogutma hizi ne kadar yavas olursa, gozenek boyutu o kadar

biiyiik olacaktir.
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Cizelge 2.3. Kriyojelin olusum siirecinde degistirilebilir parametreler ve ortaya ¢ikan

etkileri (Memic ve ark., 2019)

Parametreler Etkileri

e Fiziksel capraz baglar: donma hiziyla
ters orantili olan yeterince biiyiik
gozenekleri olan jeller verir. Bu

Capraz baglanma tiiriine gore jellerin dayamikliligt donma hiziyla

ters orantilidir.

e Kimyasal ¢apraz baglar: potansiyel
sitotoksisitelerine ragmen yeterince

biiylik gozenekli jeller verir.

Kriyojelasyon sicakligina gore e Arttiginda: gézenek boyutu, gdzenek

duvari kalinlig1 ve yogunlugu artar.

Polimer molekiil agirligina gore e Arttiginda: jelin sertligi artar.

e Azaldiginda: gzenek boyutu artar.

Kriyo-konsantrasyon e Arttiginda: elastikiyet artar.

e Azaldiginda: jel olugma siiresi artar.

Sogutma hizi e Arttiginda: gézenek boyutu azalir.

Ayni simiftan olmalarina ragmen hidrojellerin kriyojellere gore elastikiyeti daha azdir.
Ayrica hidrojellerde, kriyojellerde bulunan birbirleriyle baglantili gozeneklere daha az
sayida rastlanir (Memic ve ark., 2019). Hidrojellerin kriyojellere oranla gozenek
boyutunun daha kiiciik olmasi sebebiyle hidrojellerin sisme oran1 daha disiiktiir.
Hidrojeller kriyojellere oranla mekanik olarak daha az dayanikli jellerdir, bu durum bir¢ok
caligmada hidrojellerin yerine kriyojellerin tercih edilmesine sebep olmaktadir (Karacan ve

Okay, 2013).

2.2.4.3. Kriyojellerin Kullanim Alanlar:

Makropordz polimerik yapilarin = kullanimi  son yillarda  gittikce —artmaktadir.
Stipermakropordz polimerik materyallerin yiiksek ve hizli saflastirma yetenekleri, farkli
biyolojik  makromolekiillerin  ayristirllmasinda  uygulanabilirligini  saglamaktadir.
Kriyojeller ise biyoteknoloji, bioayrigtirma ve biyomedikal alanlarinda genis bir uygulama

yelpazesine sahiptir. Bu malzemeler, proteinlerin, niikleik asitlerin ve polisakkaritlerin
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saflagtirllmast  ve immobilizasyonu gibi bir¢ok uygulamada kullanilabilmektedir
(Bakhshpour ve ark., 2019). Kriyojeller saflastirma ve ayristirma uygulamalarinda da
¢Oziinmeyen polimerik matrisler olarak tercih edilmektedir. Kan, idrar, hiicre parcalama,
hedef molekiiliin ortamdan ayrnistirilmas: ic¢in kullanilabilmektedir. Diger geleneksel
ayristirma metodlarimin nispeten zor ve maliyetli olmasi, kriyojellerin bu alanda

kullanimin1 artmasina neden olmaktadir (Saylan ve Denizli, 2019).

Kriyojellerin kullanildigi biyomedikal alanlardan biri ilag tasiyict sistemleri (Drug
Delivery System, ITS ) dir. Polimerik tastyicilari kullanan bu sistemler, belirli bir
zamanda ve belli bolgelerde cesitli ilaglarin tasinmast igin tasarlanmistir. TS ler, ilaglarin
terapotik etkisini arttirirken toksisitelerini azaltmaya yardimer olmaktadir. Bu nedenle, son
yillarda biyomedikal ve eczacilik alanindaki bilim adamlar1 tarafindan arastirilmaktadir.
Difiizyon-kontrollii, sigsme-kontrollii, erozyon-kontrolli ve uyari-kontrollii tasima
sistemleri olarak toplam dort tiir ITS belirtilmistir. Bu sistemler, ila¢ dozajmin
formiilasyonuna gore polimerik kapsiiller, miseller, lipozomlar ve jeller seklinde
siiflandirilir.  Kriyojeller, biyoaktif bilesikler icin ITS'lerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu anlamda kriyojeller yapis1 geregi ilag tastyicilari olarak akilli TS ler

olarak tanimlanmaktadir (Wang ve Von Recum, 2011).

Supergozenekli polimerik yapilar, yiiksek su icerigi, toksik olmayan, kullanici dostu
yapilari, hafif ve etkili olmalar1 gibi avantajlara sahiptir. Tekrar kullanilabilirlikleri ve
kolay depolanmalar1 ek avantajlar sunar. Bu nedenle, mekanik ve kimyasal saglamliklari,
kolay tiretimleri, mekanik dayanikliliklar1 ve diisiik maliyetleri nedeniyle, bu malzemeler

ilag tagima sistemlerinde kullanilabilir (Cetin ve Denizli, 2015).

Kriyojellerin mikrobiyoloji alaninda kullanimlar1 da mevcuttur. Hiicre immobilizasyonu
icin matrisler olarak kullanilmaktadir. Ayrica son yillarda kriyojellerin hiicre izolasyonu ve

hiicre kiiltiirii uygulamalarinda potansiyel tasidig1 da goriilmektedir (Plieva ve ark., 2008).

Kriyojellerin kullanildig1 baska bir alan ise biyosensor uygulamalaridir. Biyosensorler,
biyolojik algilama bdliimii ve biyolojik algilamay1 dlgiilebilir bir ¢ikis sinyaline doniistiiren
bir transdiiserden olusan analitik cihazlardir. Kriyojeller biyosensdrlerin hassasiyetini ve
stabilitesini arttirmak i¢in bir destek materyali olarak kullanilabilmektedir. Bu amagla
yapilan bir ¢alismada glukoz tespitinde kullanilmak iizere gelistirilen aljinat bazli kriyojel
temelli bir biyosensor gelistirilmistir. Bu ¢alismada, aljinat igeren kriyojel soliisyonuna

Glukoz oksidaz enzimi (GOD) ilave edilerek kriyojelasyona birakilmis, daha sonra
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glukozlu ortamda renk degisimi ile glukozun tespit edilmesi hedeflenmistir (Fatoni ve ark.,

2016).

Doku miihendisliginde kriyojel kullanimi da siklikla goriilmektedir. Dogal malzemelerle
desteklenen polimer doku iskeleleri belirli bir dokuya uygun 6zellikler saglamakla birlikte,
mekanik dayaniklilifi ve gozenek bosluklariyla bu alanda uygun bir matris gorevi

gormektedir (Saylan ve Denizli, 2019; Tavares ve ark., 2020).

Kriyojellerin son yillarda yaygin kullanim alanlarindan biri de yara Ortiisii olarak
kullanildiklar1 biyomedikal uygulamalardir. Makrogézenekli, biyobozunur ve biyouyumlu
bir malzeme olmalari, bitki bazli ve dogal malzemelerle daha biyouyumlu hale
getirilebilmeleri, biiyiik porlariyla kani durdurucu etkiye sahip olmalari, iyilestirici
malzeme destegiyle yaraya uygun Ozellestirilerek gelistirilebilmeleri sayesinde kriyojeller,
uygun bir yara Ortiisii aday1 olarak literatiirde yer bulmaktadirlar (Zhao ve ark., 2018; Yu
ve ark., 2019).

2.3. Hidrojel ve Kriyojel Polimerizasyonunda Kullanilan Dogal Malzemeler

Bugiin bircok arastirma bitki bazli biyopolimerlerin yapi-fonksiyon iliskisine
odaklanmistir. Bu dogal polimerlerin yiiksek biyouyumlulugu, 6zellikle bitki polisakkarit
bazli polimerlerin (seliiloz, hemiseliiloz, lignin, nisasta ve pektin) ve bitki proteini bazli
hidrojellerin (6rnegin, soya) terapotik ve biyoteknolojik ¢alismalarda kullanimini
kolaylagtirmaktadir. Yiiksek uyumluluklari, hiicre dis1 matriksle ilgili yeni ¢aligmalarda

kullanilmalarina olanak tanimaktadir.

Yara Ortiisii polimerlesme asamasinda bitki Oziitleri ve etken maddeler eklenerek
hazirlanabilir. Bugiin, tibbi tedavi i¢in jelatin, kollajen (Col), ipek fibroin (SF), aljinat,
kitosan (CS), inorganik malzemeler vb. gibi ¢esitli yara Ortii malzemeleri gelistirilmigtir

(Yu ve ark., 2019; Mohammadinejad ve ark., 2019).

2.3.1. Kollajen

Bu hayvansal protein, beyaz bag dokusu liflerinin ana yapisal bilesenidir ve tiim dokularda
ve organlarda bulunur. Omurgalilarda ve omurgasizlarda toplam proteinin neredeyse
%30'unu olusturur ve mikroskop altinda diger proteinler ve mukopolisakkaritlerle ¢evrili

beyaz opak lifler olarak goriiniir.

Kollajen, bir¢ok 6zelligi nedeniyle cilt yenilenmesi ve yara iyilestirmede sik¢a kullanilan
bir biyopolimerdir. Bu 6zelliginin sebebi kollajenin hiicre dist matrisinin (ECM) ana

bileseni olmasidir. Kollajen ile hiicreler arasindaki etkilesimler, yara iyilesme siirecinde
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onemlidir, ¢iinkii kollajen, hiicre fenotiplerinin korunmasini ve farklilasmasini tegvik eder

(Lee ve ark., 2001).

Kollajen genellikle domuz ve sigir kesimhane atiklarindan elde edilmektedir. Ancak son
zamanlarda deniz {rilinleri yan lrilinleri kollajen i¢in 6nemli bir alternatif kaynak haline

gelmistir (Mbese ve ark., 2021).

O
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Sekil 2.4. Kollajenin kimyasal yapisi

Memelilerin kollajen amino asit bilesimi dikkate deger derecede sabittir: genel olarak
proteinlerde bulunan 20 amino asitten 18'i her zaman mevcuttur. Kollajen, yiiksek bir
glisin, prolin ve hidroksiprolin icerigi ile karakterize edilir ve bu son amino asit kollajende
%13- 15'1 temsil eder. Hidroksiprolin neredeyse sadece kollajen icin 6zgiidiir ve elastinde
yaklagik %2 oraninda bulunur (Poppe, 1992). Kollajenin molekiiler yapist Sekil 2.4 'te

gosterilmistir.

2.3.2. Jelatin

Jelatin, hayvan viicudunun deri, kemikler, deriler ve beyaz bag doku bilesenlerinde
bulunan ana protein bileseni olan kollajenin kismi hidrolizi yoluyla elde edilen bir
proteindir. Tip A jelatin, kollajenli ham maddelerin asit islemesiyle tretilir; tip B ise
alkalin veya kire¢ islemesiyle iiretilir. Amino asitlerin uzun zincirleri boyunca birbirine
baglanmasiyla olusan bir molekiiler yapiya sahiptir. Kontrollii kismi hidroliz yoluyla
kollajenden elde edildigi ve dogada bulunmadigi igin, tiiretilmis bir protein olarak
siniflandirilir. Bu tiirev, Gly-X-Y olarak bilinen amino asit diizenlemesinin tekrarlarindan
olusur, burada X ve Y sirasiyla prolin ve hidroksiprolindir. Jelatin, yaklasik olarak 1:1:1
oraninda kationik, anyonik ve hidrofobik gruplara sahiptir. Bu nedenle, jelatinin polipeptit
zincirinin yaklasik %13'"t pozitif yiiklii amino asit kalintilarindan olusur (6zellikle lizin ve
arginin kalintilar1), yaklasik %12'si negatif yiiklii amino asit kalintilarindan olusur
(6zellikle glutamik ve aspartik asit), ve yaklasik %11'1 leusin, izoldsin, metiyonin ve valin

gibi hidrofobik kalintilardan olusur (Sekil 2.5) (Elzoghby, 2013).
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Jelatin bir¢ok gida ve ilag iiriinlerinin yapiminda kullanilmakta olup yara oOrtiisii polimer
malzemelerinde de tercih edilmektedir. Jelatin, giiclii, homojen, agik ve orta derecede

esnek kaplamalar olusturur, suyu kolayca sisirir ve emer (Keenan, 2000).
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Glisin Serin Hidroksiprolin ~ Glisin  Prolin Lisin
Sekil 2.5. Jelatin a-zincirinin bir par¢asinin 6rnek kimyasal yapist

Yara oOrtiisii polimer malzemelerde kullanilmasinin sebebi, polimerik yapiya dayaniklilik
kazandirmasi, biyouyumlugunun yiiksek olmasi, hiicre diizeyinde 1iyilestiriciligi
arttirmasidir. Ayrica, jelatin, yaralarin nemli ortamda iyilesmesine yardimci olan bir
ozellige sahiptir. Jelatin bazli yara Ortiisii malzemeleri, yaralarin iyilesme siirecini
hizlandirir ve enfeksiyon riskini azalttigindan kriyojellerde de siklikla tercih edilen dogal

bir malzemedir (Jain ve ark., 2009; Sharma ve ark., 2013).

2.3.3. Aljinat

Aljinat bir¢ok uygulamada kullanilabilen ¢ok yonlii polissakkaritlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Bu ¢ok yonliiliigii ile bu polimer, yiizey Ortiisii, kompozit iskele gibi bir¢ok
biyomiihendislik uygulamasinda kullanim potansiyeline sahiptir (Tripathi ve Kumar,
2011). Aljinat kahverengi deniz yosunlarindan iiretilen, polianyonik kopolimer ailesine
dahil olan ve ¢apraz bag olusturma yetenegi ile olusan herhangi bir yara lezyonunu uygun
nem saglayarak ve uygun sicaklikta tutan bir katman gorevi gorerek iyilestirme potansiyeli
olan biyouyumlu bir malzemedir (Peng ve ark., 2012; Catanzano ve ark. 2015). Cesitli
kahverengi alg tiirlerinin hiicre duvarindan sentezlenebilir. Laminaria hyperborea,
Ecklonia maxima, Ascophyllum nodosum, Eisenia bicyclis ve Macrocystis pyrifera gibi
tirler aljinat sentezlenmesinde kullanilabilir. Ayrica, c¢esitli bakteri tiirlerinden de

(Azotobacter ve Pseudomonas) aljinat sentezlenebilir (Frend ve ark., 2022).

Aljinat ekstraksiyon siireci birden fazla adimdan olusur (Sekil 2.6). ilk adimda, ham yosun

malzemeleri mekanik olarak hasat edilir ve kurutulur. Ancak M. pyrifera adli yosun tiiri,
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1islak kosullarda islenir. Kurutulmus yosun malzemeleri mineral asitlerle islenerek karsi
iyonlarmin uzaklastirilmas: saglanir. Ikinci adimda, aljinat, aljinik asidin ¢dziinmeyen
fraksiyonlarinin nétralizasyon yontemiyle ¢oziilebilmesi icin ekstrakte edilir. Sodyum
hidroksit veya sodyum karbonat gibi alkali maddeler kullanilarak aljinik asidin ndtralize
edilmesi gerceklestirilir. Bu islem sonucunda olusan ¢ozeltideki ¢okeltiler, santrifiij veya
flotasyon gibi ayrim yontemleriyle ayristirilir. Daha sonra, ¢okeltiler mineral asitler veya
alkoller kullanilarak islenerek sodyum aljinat elde edilir. Bu adimda, aljinat iginde
bulunabilecek potansiyel kirlilik maddeleri olan laminarin ve fukoidin gibi

homopolisakkaritlerin ortadan kaldirilmas1 hedeflenmektedir (Hasnain ve ark., 2020).

mineral asitle isleme

: 1 => Aljinik asit
\ ’ (HCI)

(NaOH)

ogiitme

Kahverengi alg

yikama
nétralizasyon

Sodyum aljinat

Sekil 2.6. Sodyum aljinatin elde edilme siireci

Biyomalzemelerin olusturulmasinda iyonik capraz bagli polimer olarak aljinat kullanilir.
Mannuronik asitler (M birimleri) ve guluronik asitlerden (G birimleri) olusan bir
polisakkarit olan aljinat, ardigtk M birimleri, ardisik G birimleri ve birbirini izleyen M ve
G birimlerinden olusan bloklardan olusur (MG bloklari) (Sekil 2.7). Bir ¢ozeltide, G
bloklar1 kalsiyum (Ca) gibi ¢ok degerlikli katyonlarla iyonik capraz baglar olusturarak
hidrojellerin olusumuna neden olur. Ayrica, aljinat jellerin iyonik ¢apraz bag yogunlugu,
¢ok degerlikli katyonlar ile modiile edilebilir. Spesifik olarak, ti¢ degerlikli Fe** ve AI’*
katyonlu aljinat jeller, iki degerlikli katyonlara sahip olanlardan daha yiiksek sertlik
sergilemektedir (Kim ve ark., 2019). Ayrica, aljinat ¢ozeltilerinin viskozitesi, pH degeri
diistitkge artar ve pH = 3-3.5 civarinda maksimum degere ulasir. Bu durum, aljinat
yapisindaki karboksilat gruplarinin protonlanmasi1 ve hidrojen baglar1 olusturmasi
nedeniyle gergeklesir. Bu nedenle, aljinatin ¢apraz bag olusturma i¢in en uygun pH araligi

asidik bolgelerde denilebilir (Lee ve Mooney, 2012).
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Sekil 2.7. Aljinat1 olusturan kimyasal birimler (guluronik asit (G) ve mannuronik asit (M)

bloklar1 ve MGM Blogu)

Malzemeye mukavemet kazandirma 0Ozelligi sayesinde aljinat jellerin kanitlanmis
biyouyumlulugu, yara oOrtiileri, farmasétikler, hiicre kiiltiirii ve doku rejenerasyonu gibi
cesitli biyomedikal uygulamalarda kullanimlarint miimkiin kilar. Ayrica aljinatin 6zellikle
yara iyilesmesinde kullanimi timor nekroz faktorii (TNF-a) iiretimi ile yara makrofajlarini
aktive etmesi ile olmustur. Bu sayede yara iyilesmesini hizlandirarark enflamatuar

sinyalleri baslattig1 da bildirilmistir (Thomas ve ark., 2000).

2.3.4. Kitosan

Son zamanlarda, farmasotik uygulamalarda, polimer malzemelerde ve ilag salim
uygulamalarinda kitosan dikkate deger bir malzeme olarak uygulanmaya baslanmis;
emilimi arttirici, kontrollii salim ve biyouyumlu 6zelliklerine odaklanmistir. Kitosan, d-
glukozamin ve N-asetil-d-glukozamin igeren lineer bir polisakkarittir. Dogal bir kaynaktan
sentezlenen bu polimerin hem biyouyumluluk hem de biyolojik olarak pargalanabilir
oldugu gosterilmis ve bu 6zellikleri ile yara ortlisii modellerinde de siklikla tercih edilmeye
baglamistir. Genis bir dogal yayilimi olan kitinin (kabuklu deniz hayvanlari, bocekler ve
belirli mantarlarda bulunur) deasetilasyonuyla kolayca elde edilir (Dodan ve Vilivalam,

1998; Wang ve ark., 2016).

2.3.5. Bitki Ekstratlar1 ve Yaglari
Bitkilerde bulunan flavonoid veya biflavonoidler antioksidan ve antimikrobiyal &zellikleri

ile terapotik caligmalarda kullanilabilme potansiyeline sahiptir (Mohammadinejad, 2019).
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Bitki bazli kimyasal bilesikler, birincil ve ikincil metabolitler olarak siniflandirilabilirler.
Ikincil metabolitler, terpenoidler (bitki uguculari, karotenoidler, steroidler vb.), fenolikler
(tanenler ve ligninler vb.) ve nitrojen iceren bilesikler gibi birgok karasal bitkide bulunur.
Botanik eksipiyanlar, hiicre duvarlari, gévde eksiidalar1 ve deniz yosunlart gibi bir bitkinin
farkli kisimlarindan kaynaklanan organik maddelerdir (Mohammadinejad, 2019). Bu
metabolitlerin  yogunlukla bulundugu bitki Oziitleri ve yaglar, bitkilerin farkl
bolgelerinden elde edilmekte ve tedavi amaciyla kullanilabilmektedir. Bitkilerin tedavi
edici etkisini yara Ortiisii ile birlestirmek miimkiindiir. Antibakteriyel, antiviral, antifungal
etkisi olan, yara iyilestirici, kan durdurucu o&zellige sahip bitkisel icerikler polimer

malzemeler veya diger yara ortiilerinin etkinligini arttirmaktadir.

Alternatif tip alaninda kullanilan esansiyel yaglar, bitkisel materyallerin damitilmasi
yoluyla elde edilirler ve binlerce yildir hastaliklarin tedavisinde kullanilmiglardir.
Esansiyel yaglar cilde topikal olarak uygulandiginda, kisa bir siire i¢inde cilt tarafindan

emilerek kana karisirlar (Teissedre ve Waterhouse, 2000; Pazyar ve ark., 2013).

2.3.5.1. Cay Agac1 (Melaleuca alternifolia) Yag ve Ozellikleri
Melaleuca alternifolia (cay agaci), giiclii anti-enflamatuar ve antimikrobiyal 6zelliklere
sahip Avustralya ve Yeni Zelanda'da yetisen bir bitkidir ve bilesenlerinin zenginligi

nedeniyle ¢ogunlukla yag formunda kullanilmaktadir.

Ticari c¢ay agact yaglarinda bulunan bilesenler ISO/FDIS 4730:2004'e gore
diizenlenmektedir. ISO/FDIS 4730:2004 (Uluslararast Standart Organizasyonu), ¢ay agaci
yaginin gercek bir yag olarak kabul edilmesi i¢in gerekli bilesenleri belirtmektedir (Sekil
2.8). Buna gore, cay agaci yaginda bulunan temel bilesenler, a- pinen (%1-6), sabinen (%
0- 3,5), a-terpinen (%5- 13), p-simen (%0,5- 8), 1,8-sineol (%0- 15), limonen (% 0,5- 1,5),
y-terpinen (%10- 28), terpinolen (%1,5- 5), terpinen 4-ol (%30- 48), a-terpineol (%1,5- 8),
aromadendren (%0- 3), viridifloren (%0- 3), 6 —kadinen (%0- 3), globulol (%0- 1) ve
viridiflorol (%0- 1)’dir. Bu bilesenler, terpenlerin ve bunlara karsilik gelen alkol gruplar

olmakla birlikte, ana bilesen terpinen-4-ol metabolitidir (Avonto ve ark., 2016).

ISO 4730 tarafindan belirtilen oranlar esas alindiginda, M. alternifolia ticari ugucu yagi
minimum %30,0 terpinen-4-ol bilesimine sahip olmasi ve antiseptik 6zelligi korumak icin

1,8 sineol seviyesinin %15,0'1 gegmemesi gereklidir (Silva ve ark., 2007).
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Sekil 2.8. ISO/FDIS 4730:2004 standartlarina gore ¢ay agaci yaginda bulunan bilesenlerin

kimyasal formiilleri

M. alternifolia’dan elde edilen yag, dermatolojik uygulamalarda kullanilan ve bir¢ok cilt
hastaliginin ve enfeksiyonun iyilesmesini etkili bir sekilde saglayan esansiyel bir yagdir.
Yagda bulunan temel metabolit terpinen-4-ol antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle bir ¢ok
cilt tirliniinde kullanilmis olup, iyilestirici 6zelligi nedeniyle son yillarda malzeme olarak

arastirilmaktadir (Farag ve ark., 2004).

Cay agac1 yagimin antibakteriyel aktivitesi suya karsi itici olan terpen bilesiklerinin
varligindan kaynaklanmaktadir. Bu hidrofobik terpenler, bakteri hiicre zarmni bozan ve
gecirgenligini etkileyen lipitler igerir (Cox ve ark., 2001). Bu nedenle, gram negatif
bakterilerin gram pozitiflere gore ugucu yaglara karsi daha direngli oldugu
disiiniilmektedir (Nazzaro ve ark., 2013). Bu durumun sebebi gram negatif bakterilerin
daha karmagik bir hiicre duvarina sahip olmasidir. Bu kompleks yap1 ilaglarin,
antibiyotiklerin ve esansiyal (ugucu) yaglarda bulunan fenolik bilesiklerin yapiya kolayca

niifuz etmesine izin vermemektedir (Trombetta ve ark., 2005).

2.4. Yaralanma ve Yara Cesitleri

Giinlimiizde yara iyilesmesi klinik bir problem olmaya devam etmektedir. Yara iyilesmesi
karmagik ve dinamik bir siiregtir ve yara bolgelerinde benzersiz mikro ¢evre olusturan bir
dizi olay1 igermektedir. Yara yiikiinii azaltmak icin iyilesmenin fizyolojisini anlamaya ve
yara bakimina odaklanarak yeni terapotik yaklagimlarin,akut ve uzun vadeli yara yonetimi

icin teknolojilerin siirekli gelistirilmesine onemli ¢aba harcanmaktadir (Velnar ve ark.,
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2009). Nihai iyilesme etkinligini arttirmak igin tiim iyilesme siire¢lerinde rollerini
oynayabilecek ¢ok islevli deri ortiilerinin gelistirilmesi bu hedefi desteklemektedir (Han ve

ark., 2019).

2.4.1. Yara Tanmim ve Yara iyilesme Siirecleri

Yara, normal anatomik yap1 ve islevde bir tiir bozulma ya da hasarlanma durumudur. Bu
hasarlanma, ciltteki epitel biitiinliiglindeki basit bir kiriktan daha derin olabilir ve
subkutandz dokuya kadar ilerleyerek tendonlar, kaslar, damarlar, sinirler, parenkimal
organlar ve hatta kemik gibi diger yapilarin da zarar gormesine sebep olabilir. Yaralar,
etkilenen organin igerisinde veya disaridan baslayan patolojik  siireclerden
kaynaklanabilirler. Kazayla veya kasitli bir sebepten ortaya ¢ikabilecekleri gibi, bir
hastalik siirecinin sonucu da olabilirler. Nedeni ne olursa olsun, yara dokuyu hasarlayarak
ve icindeki dogal ortam1 bozarak meydana gelir. Zararh faktore karst fizyolojik bir tepki,
kanama, damarlarin kasilmasi ve pihtilasmasi, komplement aktivasyonu ve inflamatuar bir

yanit seklinde ortaya ¢ikar (Velnar ve ark., 2009).

Normal yara iyilesmesi, kanama, pithtilagsma, ilk hasara karsi akut inflamatuar bir yanitin
baslatilmasi, bag dokusu ve parenkimal hiicrelerin rejenerasyonu, hiicrelerin gocii ve
proliferasyonu, ekstraseliiler matriks proteinlerinin sentezi, yeni parankimal ve bag
dokusunun yeniden yapilanmasi ve kollajen birikmesi gibi bir dizi koordine edilmis olay1
iceren dinamik ve kompleks bir siirectir. lyilesme siireci bu diizen ile gergeklesir ve

yaralanmis dokularin tamiriyle sonuglanir (Strecker-McGraw ve ark., 2007).

Yaralanmadan sonra doku biitiinliigiinli ve homeostaz1 yeniden saglamak i¢in ¢esitli hiicre
tipleri ve yolaklar1 aracilifiyla aktive edilen karmasik bir fizyolojik siire¢ olan yara
iyilesmesi, dort farkli asamadan olusur. Bu asamalar, 1) koagiilasyon ve hemostaz fazi, ii)
enflamasyon, iii) yeni dokularin ve kan damarlarinin olustugu proliferasyon ve iv) yeni
dokularin yeniden sekillendirilmesinin gergeklestigi maturasyon fazidir. Bu mekanizmalar
fiziksel yaralanma aninda baglatilir ve onarim siireci boyunca siirekli olarak devam eder.
Bu siiregte c¢esitli hiicre tipleri (endotelyal hiicreler, keratinositler ve fibroblastlar,
bagisiklik hiicreleri) yer almaktadir (Pancur ve ark., 2022). Bu baglamda bu fazlar biiyiik
Ol¢iide bagisiklik hiicreleri ve sinyal molekiillerinin aracilik ettigi bir dizi olaydan
kaynaklanir (Sekil 2.9). Hem hasarli ekstraseliiler matriks (ECM) hem de dokuda yerlesik
hiicrelerden gelen sinyallere yanit olarak trombositler ve bagisiklik hiicreleri yara
bolgesinde adim adim birikir. Trombositler ilk gelen hiicrelerdir ve bu noktada daha fazla

kan kaybini 6nlemek i¢in pihtilasma kaskadini baslatmaya yardimer olurlar ve daha fazla
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hiicre infiltrasyonu i¢in gegici bir ECM saglarlar. Ayrica, doniistiiriicli biiytime faktori 1
(TGF-B1) ve trombosit kaynakli biiylime faktorlerini (PDGF) salgilayarak, fibroblastlarin
ve mezenkimal hiicrelerin aktivasyonunun yani sira noétrofillerin  ve makrofajlarin
toplanmas1 ve aktivasyonunda kritik bir rol oynarlar. Ayrica, trombositlerin hatal

caligmasi diizenlenemeyen yara iyilesmesi ile iligkilidir.

Yara rejenerasyonu s0z konusu oldugunda dokular arasinda bazi farkliliklar da olmaktadir.
Yara iyilesme siiresi ¢esitlilik gosterir ve bazi yaralarin tamamen iyilesmesi bir yil veya
daha uzun siirebilir. Tamamen iyilesmis bir yara, dokunun normal anatomik yapi, islev ve
goriiniimiine makul bir siirede geri dondiiriilmiis olan yaradir. Cogu yara genellikle basit

yaralanmalarin sonucudur (Velnar ve ark., 2009).

2.4.2. Yara Cesitleri
Yaralar1 farkli kriterlere gore siniflandirmak miimkiindiir. Yaralanma sekli ve yara
iyilesmesi acisindan zaman Onemli bir faktordiir. Bu nedenle, yaralar iyilesme siireleri

acisindan akut ve kronik yaralanma olarak olarak siniflandirilabilir (Robson, 2001).

Bes ana biiyiime faktorii ailesinin her birinden (Epidermal biiyime faktorii [EGF],
Trombosit kokenli biiyiime faktorii [PDGF], Insiiline benzer biiyiime faktorii [IGF],
Donistiiriicti bliytime faktorii [TGF-B] ve fibroblast biiyiime faktori [FGF]) gelen
proteinler, yara modelleri i¢in in vitro ortamda Onemli kemotaktik aktiviteye sahiptir.
Ilgingtir ki, biiyiime faktérleri genellikle gektikleri hiicre tiirii agisindan belli bir segicilige
sahiptirler. Ornegin, TGF- B insan periferik kan monositleri i¢in son derece etkili bir
kemotaktik faktordiir. PDGF fibroblastlar i¢in kemotaktiktir ancak monositler i¢in degildir,
FGF ve IGF-I vaskiiler endotelyal hiicreler i¢in kemotaktiktir ve EGF epitel hiicrelerinin
kemotaktik gd¢ilinti uyarir (Bennet ve Schultz,1993).

2.4.2.1. Akut Yara

Kendiliginden iyilesen ve zamaninda ve diizenli bir iyilesme siirecini takip ederek hem
fonksiyonel hem de anatomik restorasyona neden olan yaralar akut yaralar olarak
siniflandirilir. Tyilesme siireci genellikle 5 ila 10 giin veya 30 giin icinde tamamlanir. Akut
yaralar, doku kaybinin travmatik bir sonucu veya cerrahi bir islem sonucu edinilebilir.
Ornegin, ameliyat yaralar, siyriklar ve ¢izikler, catlamalar, yaniklar, silah yaralanmalari

gibi gibi yaralar akut yara olarak kabul edilmektedir (Koyutiirk ve Soyaslan, 2016).

Akut yara iyilesmesi, iist iiste binen dort asamaya boliinmiis iyi koordine edilmis bir dizi

olaydan kaynaklanir: hemostaz, iltihaplanma, proliferasyon/matris birikimi ve doku
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yeniden sekillenmesi bu mekanizmalardir (Larouche ve ark., 2018). Notrofiller ve
makrofajlar bu siirece aracilik etmede 6zellikle 6nemlidir ancak T hiicreleri ve trombositler
de ozellikle 6nemli roller oynamaktadir (Sekil 2.9.(a)). Baslangicta, bagisiklik hiicreleri
yara bolgesine go¢ eder ve enfeksiyonla miicadele etmenin yani sira, iyilesme siirecini de
yonetirler. Cildin ilk yaralanmasi meydana geldiginde keratinositler bir interlokin-1 (IL-1)
deposunu serbest birakir. Bu proenflamatuar sitokin iyilesme kaskadinin baglatilmasinda
onemlidir. Hemostaz asamasindan enflamatuar (iltithaplanma) evreye gecis sirasinda
salinan diger sitokinler arasinda; fibroblast biiylimesi ve islevinin yani sira, yeni doku
olusumunu tesvik eden dnemli bir madde olan EGF ve PDGF yer alir. Notrofil, makrofaj
ve lenfosit infiltrasyonu enflamatuar asamanin baslangicimi isaret eder. Makrofajlar,
biliyiime faktorleri, sitokinler ve kemokinlerin tiretilmesiyle doku iyilesmesinde énemli bir

rol oynarlar.

Yaranin iyilesmesi, proliferatif asamada yaranin yiizeyini kaplamak ve vaskiiler agi
yeniden olusturmak i¢in graniilasyon dokusu iiretmek iizerine odaklanir. Bu asamada

gecici bir matris iizerinde epitel proliferasyonu gergeklesir.

Makrofaj sayisindaki azalma veya islev bozuklugu yara kapanmasimi bozabilir ve
graniilasyon dokusunun gecikmeli olusumuna neden olabilir. Bu agamada, fibroblastlar ve
endotelyal hiicreler kapiller gelisimi, kollajen olusumunu ve graniilasyon dokusu

olusumunu destekleyen baskin hiicre tipleridir.

Bazi fibroblastlar miyofibroblastlara farklilagirlar. Miyofibroblastlar kasilabilen
hiicrelerdir ve bu nedenle yaranin kasilmasi, yeniden modelleme veya olgunlasma
asamasina, yani iyilesmenin son asamasina yol agar. Olgunlagsma veya yeniden sekillenme
asamasi, Ozellikle genis cilt ylizeylerini iceren tam kalinlikta yaralarda 1 yildan daha uzun
stirebilir. Bu siire zarfinda graniilasyon dokusu olusumu, makrofajlar, endotelyal hiicreler
ve miyofibroblastlarin apoptozu veya yaradan ¢ikisi ile birlikte gergeklesir. Yaralarin
tyilesme hizlar sinirlerin dagilimi ile pozitif bir korelasyon gdosterir (Martin ve Nunan,

2015).

2.4.2.2. Kronik Yara
Kronik yaralar uzun siire i¢inde iyilesmeyen yaralardir. Bu siire ii¢ ay1 bulabilir. Kronik

yaralarda yaraya sebep olan faktor siirekli oldugundan dolay1 bu yaralar yavas iyilesen
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hatta duruma gore iyilesmeyen yaralardir. Bu tiir yaralarda yara tekrar eder ve iyilesmeyi

engelleyen birgok etken olabilir (Koyutiirk ve Soyaslan, 2016).

Akut yaralarin aksine kronik yaralar ¢oziilemeyen patolojik stireglerle karakterize edilir ve
stirekli inflamasyon, kalict enfeksiyonlar ve nekroz gibi Ozellikler gosterirler. Yara
iyilesmesi sirasinda bagisiklik yanitinin diizensizlesmesi kronik yaralarin ortaya ¢ikmasina
neden olur. Kronik yaralarda, inflamatuar asama ¢oziilemez ve iyilesme zayif ve gecikir.
Bu tiir yaralardaki siirekli inflamasyon birkac dzellige sahiptir. Ozellikle pro-inflamatuar
makrofajlarin miktar1 asiridir, anti-inflamatuar fenotipli makrofaj miktar: ise diisiiktiir
(Raziyeva ve ark., 2021). Bunun disinda kronik yaralarda bulunan makrofajlarin 6li
noétrofilleri temizleme kapasitesi sinirlidir. Bu durum, tiimor nekroz faktorii-a (TNF-a) ve
interleukin-1p (IL-1P) gibi inflamatuar aract maddelerin asir1 miktarda bulundugu yiiksek
inflamasyon ortaminin olusmasina neden olur (Sekil 2.9.(b)). Dahasi, kronik yara
makrofajlar1 ECM parcalayan birka¢ matriks metalloproteinaz (MMP), 6zellikle MMP-2
ve MMP-9 salgilarlar ve iyilesmenin proliferatif asamasinin baslamasini Onlerler

(Larouche ve ark., 2018; Krzyszczyk ve ark., 2018).
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Sekil 2.9. Akut ve kronik yaralanma ve yara iyilesmesinin genel mekanizmalari, a)akut
yara iyilesmesi mekanizmasi, b) kronik yara iyilesmesi mekanizmasi (Larouche

ve ark., 2018).

Yaralar iyilesme mekanizmalarinin disinda kalinliklarina, travmaya (deri biitiinliigiiniin
bozulmasi), travmanin meydana gelmesinden sonra gecen zamana, morfolojilerine ve

siddetlerine gore de siniflandirilabilir.
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a) Yaranin kalinligina gore:

v

v

v

v

Yiizeysel yaralar sadece epidermis ve dermisin dermal papillalara kadar olan

kismini igeren yaralardir.

Kismi kalinlikta yaralar alt dermise kadar cilt kaybin1 igeren yaralardir (cildin bir

kismi kalir).

Tam kalinlikta yaralar cilt ve subkutandz dokuyu iceren yaralardir (doku kaybi

olusur ve cilt kenarlar1 araliklidir).

Derin yarala, kan damarlarinin ve sinirlerin kesilmesi gibi karmagik yaralari, dogal

bosluklara niifuz eden yaralar1 ve organ veya dokuya niifuz eden yaralar igerir.

b) Diger yapilarin dahil olmasina gore:

v' Basit yaralar yalnizca 1 organ veya dokuyu iceren yaralardir.

v Kombine yaralar (6rnegin, karigik doku travmast)

¢) Travmanin meydana gelmesinden gecen siireye gore:

v

v

Taze yaralar, travmadan itibaren 8 sa i¢cinde olusan yaralardir.

Eski yaralar, travmadan 8 sa sonra veya deri biitiinliigliniin bozulmasindan sonra

olusan yaralardir.

d) Morfolojiye gore:

v

Siyriklar, ayni bir ipin yarattigi gibi, cildin bir baska yiizeyle siirtiinmesi sonucu
meydana gelen ve cildin dokiilmesi ile karakterize olan yaralanmalardir, 6rnegin ip

yaniklari ve ¢izik dizler.

Kopmalar bir yap1 veya bir boliimii zorla ¢ekildiginde meydana gelir, 6rnegin kalict

bir disin veya kulak memesinin kaybi; hayvan 1siriklar1 kopmalara neden olabilir.

Kesik yaralar, genellikle cerrahi miidahale sonucu olusabilen yaralardir; keskin bir
alet tarafindan olusturulan temiz bir kesimdir, kosullara bagl olarak yara steril veya

enfekte olabilir.

Kesikler, keskin bir aletle yapilan kesici yaralanmalardir, diizgiin kenarlar

birakarak kagit kesiminden cerrahi kesime kadar her tiirlii boyutta olabilirler.

Ezik yaralar, agir bir nesnenin bir kisinin tizerine diismesiyle olusur, cildi parcalar

ve altindaki yapilar1 parcalar veya yirtar (6rnegin balta, kilig).
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v" Dilimleme yaralari (6rnegin, epikraniyal epinérozun koparilmasidir)

v’ Cildin kir1lldig1 ve yaraya neden olan etkenin deri alt1 dokuya veya derin bir yapiya
veya bosluga girdigi niifuz edici yaralar (bir ¢ivi, kilcal damar veya sivri u¢lu bir

nesnenin yol agtig1 yaralar)

v' Delici yaralar ¢iviler, bigaklar ve kirik camlar gibi keskin nesnelerle olusan derin

ve dar yaralar

v Cildin hasar gordiigii ve pargalandigi agik yaralar (kontiizyonlar), silah yaralari,

kesilmis veya yirtilmig yaralar 6rnek verilebilir.

Ayrica keskin bir alet veya silahla yapilan bicak yarasi, mermi yarast, 1sirik yarasi, zehirli

yaralar da 6rnek verilebilir (Suvarna ve Munira, 2013).

2.4.3. Yara Bakiminda Yara Ortiileri ve Acil Miidahalede Kullanimi

Yara tiirli ne olursa olsun yara olan yiizeyi dis etkilerden korumak gereklidir. Bunun igin
farkli malzemelerden yapilan yara oOrtiileri kullanilabilir. Yara ortiileri, yaralarin tipine ve
fizyolojik iyilesme asamasia gore belirli 6zelliklere sahip, lokal terapdtik ajanlardir ve
yara iyilesmesi i¢in optimal bir ortam olusturmayr amaglar. Yara OoOrtiilerinin ideal
ozellikleri, dogrudan yaranm tipine ve fizyolojik ozelliklerine baghdir. ideal bir yara
ortiisiinlin genel ozellikleri, ylizeyin nemli ortamini muhafaza etmesi, mekanik bir bariyer
gorevi gormesi ve termal izolasyon saglamasi, sekonder enfeksiyonlara Kkarsi
antibakteriyel, antiviral veya antifungal koruma saglamasi, yiizeydeki gaz degisimine
olanak tanimasi ve hava alan bir ylizey imkani saglamasi, kani, eksudatlar1 ve
mikroorganizmalart emebilmesi, biyouyumlu olmasi, toksik etkisinin olmamasi ve uygun

maliyetli olmasidir (Lawrence ve Diegelmann, 1994; Murray ve ark., 2019).

Yara ortileri, cesitli malzemeler ve farkli bilesenler kullanilarak iiretilebilmektedir.
Ornegin, fiber matlar ve hidrojeller, kriyojeller gibi malzemeler tercih edilebilir ve bitkisel
destekler, lifler, glimiis gibi antimikrobiyal 6zelliklere sahip materyaller de ilave edilerek
hem yapisal dayanikliligi hem de antibakteriyel 6zellikleri gelistirilebilir. Geleneksel yara
ortlilerinin yan1 sira son yillarda biyoteknolojik gelismelerden yararlanilarak gelistirilen
yara Ortiileri ise, hiicresel gocten ECM bilesenlerinin iiretimine kadar yara iyilesme
siirecini aktive eden veya tesvik eden biyolojik maddelerin entegrasyonu konusunda

onemli ilerlemeler kaydetmistir (Mohammadinejad ve ark., 2019; Murray ve ark., 2019).

Hasarli kan damarlarindaki kanamanin durmasini saglayan fizyolojik bir siire¢ olan

hemostaz, piht1 olusumu yoluyla gerceklesir ve yara iyilesmesinin ilk asamasidir. Viicudun
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dogal hemostaz siireci biiylik travma, kaza veya tibbi operasyonlar gibi kontrolsiiz kanama
durumlarinda devam eder. Ancak, bu durumlarda hemostaz siireci kanamay1 yeterince
kontrol edemez ve ciddi kan kaybina ve yara iyilesmesinin gecikmesine yol agabilir

(Pourshahrestani ve ark., 2020).

Hemostatik teknolojilerin temel amaci, acil durumlarda kullanilabilen ve yaralanmalarda
deri lizerine uygulanabilen bir yontem olmaktir. Bandaj, yara bandi ve turnike pansuman
gibi disaridan erisilebilen malzemeler kullanarak bu amaca hizmet ederler. Hemostatik
polimerik sistemler, jelatin, aljinat, keratin, ipek, kitosan, hyaluronik asit, karagenan ve
polietilenglikol bazli polimer malzemelerden (hidrojel, kriyojel vb.) olusur ve bu
malzemelerin kullanim1 son donemde arastirmalarin odagi haline gelmistir (Huang ve ark.,

2016).

Buna bagli olarak yara ortiileri, bir yaralanma sonrasinda ilk yardim miidahalesinde
kullanilmas1 gereken Onemli araglardan biridir. Yaralanma aninda, yarali bdlgenin
temizlenmesi ve enfeksiyon riskinin azaltilmasi onemlidir. Bu nedenle, bir yara Ortiisii
kullanarak yaray1 temizlenebilir ve enfeksiyon riskini azaltilabilir. Ayrica, yara ortiileri
kanamay1 durdurmak icin de kullanilabilir. Ozellikle, kriyojellerin makroporlu yapisi
kanama kontrolii i¢in son derece etkilidir. Kriyojel, yarali bolgeye uygulandiginda
gozenekli yapisi sayesinde kanin absorbsiyonuna yardimei olur ve kanama kontrolii saglar.
Bu nedenle, akilli yara ortiileri, ilk yardim miidahalesi sirasinda kullanildiginda,
yaralanmanin tedavisi i¢in Onemli bir aragtir ve yaralanmanin iyilesme siirecini

hizlandirabilir (Zou ve ark., 2022).

2.5. Yara lyilesmesinde Bitki Bazlh Yara Ortiisii Calismalar

Yara Ortiisii olarak polimer malzemelerinin kullanimiyla ilgili son yillarda yapilan
caligmalar artis gostermistir. Buna ragmen yara ortiisii olarak bitkisel yaglarin kullanildigi
kriyojel caligsmalar1 az sayidadir. Cay agaci yag1 igeren kriyojel calismasina ise literatlirde
rastlanmamistir. Bu anlamda bu doktora calismasinda gelistirilen ¢ay agaci yagi iceren

kriyojel 6zgiin bir ¢alisma niteligindedir.

Bu anlamda yapilan ve arastirmamiza en yakin bulunan bazi ¢alismalar derlenmistir. Cay
agac1 yaginin antibakteriyel etkinliginden faydalanmak i¢in gesitli ¢alismalar yapilmistir.
Edwards-Jones ve ark. (2004) tarafindan yapilan bir calismada, yalniz basina ve
kombinasyonlar halinde, paguli, cay agaci, sardunya, lavanta esansiyel yaglar1 ve

CitricidalTM (greyfurt tohumu 6zii) antibakteriyel aktiviteleri degerlendirildi. Caligmada,
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cay agaci yaginin, yalniz kullanildiginda MRSA (metisilin direncli Staphylococcus aureus)

biliyiimesini 6nlemede 6zellikle etkili oldugu bulundu.

Chin ve Cordell tarafindan yapilan bir ¢alisma farkli yas gruplarindan ve cinsiyetlerden 10
katilimci ile gergeklestirildi. In vivo ¢alismada, M. alternifolia ile yapilan yara Ortiisiiniin,
kontrol grubuna kiyasla iyilesme siiresini kisalttigi gozlemlendi. Bu durumda M.
alternifolia'min onceki in vitro ¢alismasinin sonuglar1 da in vivo olarak desteklenmistir
(Chin ve Cordell 2013). Bu ¢alisma M. alternifolia bitkisinin yara iyilesmesinde destek

olarak kullanilabilecegi ile sonuglanmustir.

2015 yilinda yapilan bir ¢alismada, yara iyilesmesi i¢in ¢ay agaci yagi nanokapsiilleri ve
nanoemiilsiyonlar i¢eren antidemojenik hidrojeller gelistirilmistir (Flores ve ark., 2015).
Bu calismada, UVB etkisinden kaynaklanan cilt hasarin1 korumak ve kesikli yaralarin
iyilesmesini  degerlendirmek i¢in  gelistirilen  hidrojellerin  in  vivo etkinligi
degerlendirilmeyi amacglanmigtir. Kesikli yara tipinde iyilesme farelerde degerlendirilmis
ve yagin iyilesme siirecinde biyolojik aktiviteyi arttirdigit ve UVA kaynakli radyasyon

nedeniyle olusan cilt hasar1 ve 6demi azalttig1 gézlemlenmistir.

Beyranvand ve ark. (2019) tarafindan yapilan bir baska ¢alismada, Satureja khuzistanica
bitkisinin yaprak ve kok bolgesinde elde edilen oOziitiiniin hidrojel aljinat icinde
kapsiilasyonunun yara iyilesmesi lizerindeki etkisi degerlendirildi. Buna gdre boyun
derisinde bir delik yarasi olusturulan otuz iki erkek Wistar si¢ani, kontrol grubu, S.
khuzistanica ile tedavi edilen grup, hidrojel aljinat ile tedavi edilen grup ve S.
khuzistanicamin hidrojel aljinat i¢cinde kapsiillenmis oldugu grup olmak {izere rastgele dort
gruba ayrildi. 22 giin boyunca yapilan degerlendirmeler sonucunda, S. khuzistanicanin
hidrojel aljinat i¢inde kapsiillenmis oldugu grubun diger gruplara gore yiiksek iyilesme

gosterdigi gozlendi.

Bolgen ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir calismada, yara iyilesme siirecinde
kullanilmak {izere kitosan (CS) iceren kantaron yagi (Hypericum perforatum, HP) ile
kriyojel bir yara Ortiisii malzemesi iiretilmistir. Calismanin amacinin, terapotik yaglarin
kullanimiyla dokularin olusumunu tegvik eden ve yara iyilesmesini hizlandiran potansiyel
bir polimerik malzeme elde etmek oldugu belirtilmistir. Calismanin sonucunda, HP yiikli
kitosan kriyojel iskeleleri yiizey Ortiisti olarak uzun siireli yaralarin iyilestirilmesinde umut

verici bir segenek oldugu anlasilmistir.

38



Yildinnm ve Kiiglik (2020) tarafindan yapilan baska bir calismada, St. John's Wort
(Hypericum perforatum) eklenmis kitosan ve jelatin bazli yiizey yara ortiisii hazirlandi.
Calismaya gore, Hypericum perforatum bazh yiizey ortiisiiniin iyilestirici potansiyele sahip

oldugu anlasildi.

Zahid ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Raphanus sativus L. tohum 0ziitii
iceren aljinat bazli antibakteriyel aktiviteye sahip bir yara iyilestirici hidrojel sentezlendi
ve cilt lezyonlarini iyilestirme potansiyeli degerlendirildi. Calismada sentezlenen
hidrojeller, doéllenmis tavuk yumurtalarinin korioallantoik membranina yerlestirildi.
Iyilestirme yetenekleri incelenen hidrojellerden tohum &ziitii iceren hidrojeller, kontrol
hidrojeline kiyasla acik bir iyilestirici etki gosterirken, Oziit orani azaldik¢a iyilesme

oraninin da azaldig: goriildii.

Mahmood ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, yara pansumani olarak
kullanilmak iizere iyonotropik jellesme yontemiyle hazirlanan gellan gum bazli hidrojel
filmlere ofloksasinin ¢ay agaci yagi veya lavanta yagi ile birlikte eszamanli kapsiilasyonu
gerceklestirildi. Hazirlanan filmlerin esnek bir yapiya sahip oldugu ve antioksidan aktivite
sergiledigi gozlendi. Elde edilen yara Ortiisiiniin yara iizerinde yaygin olarak bulunan gram
pozitif ve gram negatif bakterilere kars1 {istlin antibakteriyel etki sagladig: goriildii. In vitro
salim caligsmalarina gore, filmlerden baslangigta hizli bir salinimin gergeklestigini, ancak
kalan kismin kontrollii bir sekilde 48 sa boyunca salindigi gozlenmis olup yaglarin
ofloksasin salinimini etkilemedigi rapor edildi. Ofloksasin ve hacimsel olarak %25
oraninda lavanta/cay agaci yagi igerecek sekilde optimize edilmis formiilasyon, in vivo

calismalarda, farelerde on giinliik tedavi sonrasinda %98 yara iyilesmesi gostermistir.

Meza-Vale ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir calismada Restauder® adinda gelistirilen
Aloe vera ile gelistirilmis hidrojel olan ticari {riiniin yara iyilesmesine katkisi
degerlendirildi. Calismada, 1,2-propanediol (propanediol) ve trietanolamin (TEA) ile
formiile edilen bir hidrojel sentezlendi. Buna gore hidrojelin kesikli cilt yara iyilesmesini
hizlandiric1 olarak etkinligi in vivo ¢alismada gosterildi. Hidrojelin cilt yara iyilesme siireci
izerindeki etkisini degerlendirmek {izere topikal olarak disi Wistar sicanlar1 iizerinde 2 cm
kalinliginda yara olusturuldu. Siganlar rastgele olarak kontrol ve hidrojelle tedavi edilenler
olmak tlizere 2 gruba aynldi. 0, 4, 8, 15 ve 21. gilinlerde yaranin fotografi cekilip
degerlendirildi. 21. giin sonunda A. vera igeren hidrojelin oldugu gruptaki yaranin

tamamen kapandig1 gozlendi.
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2022 yilinda yapilan bir bagka ¢alismada, karanfil yag1 iceren antibakteriyel jelatin-kitosan
kriyojeller tasarlanmistir (Saha ve Tayalia, 2022). Bu ¢aligmada, jelatin, kitosan ve karantil
yag1 kullanilarak biyoaktif bir kriyojel gelistirilmistir. Calismaya gore, kriyojel
antibakteriyel Ozelliklere sahip biyolojik olarak uyumlu bir dermal malzeme olarak

kullanilabilir sonucuna varilmistir.

Bu bilgiler 1518inda, ¢alismamizda bitki kokenli bir kriyojel sentezlemek amaciyla M.
alternifolia yaginda bulunan terapétik bilesikleri kullanilmasi hedeflenmistir. Kullanimi
acil durumlarda hizli ve etkili bir ilk yardim i¢in uygun olan yeni bir antibakteriyel 6zellige
sahip ve biyolojik olarak uyumlu polimer malzemesi ile literatiire katkida bulunulmasi
hedeflenmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligmalarda ¢ay agaci yagi igeren bir kriyojel yara
ortiisiintin kullanim1 rapor edilmemistir. Karsilagtirma yapmak ag¢isinda kriyojelin polimer
olusumunda jelatin ve aljinat igeren farkli gruplar olusturuldu ve ¢alisma bu yonden de

degerlendirildi.

Calismada farkli konsantrasyonlarda ¢ay agaci yagi iceren kriyojeller sentezlendi ve bu
kriyojellerin karakterizasyonu yapildi. Kriyojellerin jellesme verimi (%), sisme orant (%)
ve makrogodzenek derecesi (%) hesaplandi ve 6zellikleri anlasilmaya ¢alisildi. Daha sonra,
FTIR (Fourier Doniisiimii Kizilotesi Spektroskopisi) analizi ve TGA (Termogravimetrik
Analiz) yapildi. Kriyojelin makroporoz yapisi, SEM (Taramali Elektron Mikroskobu)
kullanilarak gorsellestirildi. Kriyojelin biyodegradasyon analizi (%) hesaplandi ve salim
analizi (%) yapildi. Ayrica, kriyojelin HaCat hiicreleri iizerinde canlilik analizi ve ¢izik

testi galigmalar1 yapildi. Son olarak kan absorbsiyon ¢aligsmalari gerceklestirildi.

3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler
Kriyojellerin sentezinde polimer yapimi asamasinda kullanilan cay agaci yagi %100
saflikta olup ticari bir firmadan temin edilmistir (Casel Ecz. Cahit Selimoglu ila¢ San. ve

Tic. Ltd. Sti). Monomer olarak 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) kullanilmistir (Sigma, St
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Louis, ABD). Capraz baglayict olarak kullanilan polietilen glikol diakrilat (PEGDA)
Sigma (St Louis, USA) firmasindan, reaksiyon hizlandirict olarak kullanilan N,N,N',N'-
tetrametilen diamin (TEMED) Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan, reaksiyon
baslatict olarak kullanilan amonyum persulfat (APS, >98%), jelatin (domuz derisinden,
Tip A), aljinat (kahverengi algten elde edilen aljinik asit sodyum tuzu, orta seviye
viskozite) kullanildi Sigma (St Louis, ABD). Capraz baglayic1 olarak kullanilan
gluteraldehit (%25) Sigma (St Louis, ABD) firmasindan alinmstir.

Taramali elektron mikroskobu (SEM) 6n hazirlik stirecinde kullanilan hekzametildisilazan
(HMDS, reagent grade, >%99), MTT testlerinde kullanilan 3-[4,5- dimetiltiazol-2-il]
difenilterazolyum bromiir, antibakteriyel analizler ve kriyojel salim analizinde kullanilan
fosfat tamponu (PBS ,0,01M, toz halde), MTT analizinde kullanilan dimetil siilfoksit
(DMSO) ve amonyak Sigma (St Louis, ABD) firmasi araciligiyla temin edilmistir. MTT
testinde kullanilan DMEM (Dulbeccos Modified Eagle Medium-L0103, yiiksek glikoz/

stabil glutamin/ sodyum piriivatli) Biowest (ABD) firmasindan temin edilmistir.

Calismalarda sterilizasyonun gergeklestirilmesinde ve SEM 6rneklerinin dehidrasyonunda
kullanilan etanol (farkli konsantrasyonlarda) Riedel de haen (Seelze, Almanya)
firmasindan alinmistir. Antibakteriyel analizlerde kullanilan Escherichia coli (ATCC
25922) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) suslar1 ile MTT analizinde kullanilan
analizde HaCaT P/16 hiicre hatti Hacettepe Universitesi Biyoloji Laboratuvarlaridan
temin edilmistir. Kan deneylerinde kullanilan insan tam kan1 Beytepe Giin Hastanesi’nden

EDTA’l1 tiiplerle temin edilmistir.

3.2. TTO-GCry ve TTO-ACry ve PHEMA Kriyojellerin Hazirlanmasi

Kriyojellerin hazirlanmasi, karakterizasyonu (sisme deneyleri, FTIR analizi, TGA analizi,
degredasyon analizi, kiimiilatif salim analizi), antibakteriyel deneyleri, hiicre deneyleri ve
kan deneylerini (hemostatik aktivite, kan absorbsiyon deneyleri, SEM goriintiileme)
Ozetleyen genel sema Sekil 3.1°de 6zetlenmistir. Kriyojelin genel asamalar1 Sekil 3.2 (a-e)’

de gosterilmistir.

3.2.1. TTO-GCry Kriyojellerin Hazirlanmasi

Kriyojelin sentezlenme asamasinda jelatin (0.05 gr) yaklasik 45°C 1lik su igeren biiytik bir
beher kap igerisinde bulunan ayr1 bir beher kapta 13,5 ml saf su ile yaklasik 1 sa manyetik
karistiricida ¢ozdiirtildii. Cozdiirme sonrasinda, %100 safliktaki ¢ay agact yagi homojen
jelatin- saf su soliisyonu ic¢ine kontrol grubu hari¢ 3 farkli konsantrasyonda damlatma

metoduyla ilave edildi (Sekil 3.2(a)). Kontrol grubuyla birlikte (¢ay agaci yagi igermeyen
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grup), 25, 50 ve 100 pl cay agaci yagi igeren toplam 4 grup kriyojel olusturulmasi
hedeflendi. Toplam polimer ¢ozeltisindeki ¢ay agaci yagi konsantrasyonlar1 sirasiyla
yaklagik 1,67 mg/mL, 3,33 mg/mL ve 6,43 mg/mL olarak hesaplanmistir (¢cay agaci
yaginin yogunlugu 0.9 g/mL olarak kabul edilmistir).

(Cozdiirme sonrasinda sicak su alindi ve sirasiyla monomer HEMA (1,3 mL) ve PEGDA
(0,506 mL) ilave edildi. Islem sirasinda kriyojelin oda sicakliginda polimerlesmemesi i¢in
buzlu su ile muamele edildi. Daha sonra ¢apraz baglayici olarak 25 pL gluteraldehit (%25)

lave edildi.
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Sekil 3.1. TTO-GCry ve TTO-ACry kriyojellerin hazirlanmasi, karakterizasyonu ve genel

caligmalarin 6zeti
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Ardindan 0,02 g polimerizasyon baslaticist amonyum per siilfat (APS) eklendi ve ardindan
25 pL N,N,N',N'-tetrametilen diamin (TEMED) ilavesi yapildi. TEMED ilavesinden sonra
polimerlesme baslamadan, 6nceden hazirlanip sogutulmus iki cam yiizey arasina polimer

malzeme dokiildii ve -18 °C’de 24 sa bekletildi (Sekil 3.2(b-c)).

24 sa sonunda 25 °C oda sicakliginda ¢oziilene kadar tutuldu (Sekil 3.2(d)). Tamamen
coziindiikten sonra distile su ile yaklasik 1 sa boyunca 25 °C’de 150 rpm’de santrifiij
edilerek yikandi ve kriyojel son halini aldi (Sekil 3.2(e)). Polimerlesmeye katilmayan
malzemelerin armdirilmas: ile numunelerden deneylere hazirlamak amaciyla 8 mm
capindaki kesitler alind1 ve karakterizasyon islemine baglandi. Kriyojeller kullaniimaya
ihtiya¢ duyulana kadar distile su i¢inde +4 °C'de tutuldu. Kontrol grubuyla birlikte 0, 25,
50 ve 100 pl cay agaci yagi iceren toplam 4 grup kriyojel elde edildi (TTOO0-GCry,
TTO25-GCry, TTO50-GCry, TTO100-GCry). Maksimum c¢ay agact yagi miktarimni
belirlemek i¢in bir TTO GCry grubu daha sentezlendi. Bunun i¢in sentez asamasinda 150
ul saf ¢ay agaci yagi kullanildi. Sentezlenen kriyojel stabil bir form olusturmadigindan,

calismaya dahil edilmedi.

TTO-GCry kriyojel gruplart sentezi sonrasinda gerceklestirilen UV-VIS-spektofotometre
analizleri (GENESYS 10S UV-VIS Spektrofotometre), antibakteriyel analizler, hiicre hatt1
calismalar1 ve kan deneyleri Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii laboratuvarlarinda

gerceklestirildi.

3.2.2. TTO-ACry Kriyojellerin Hazirlanmasi

TTO ACry kriyojellerin sentezlenmesinde, kriyojelin polimerlesme agsamasinda TTO GCry
kriyojellerden farkli olarak jelatin yerine aljinat ilave edilmistir. Aljinatin ¢ozdiiriilme
stireci diginda, genel olarak TTO GCry kriyojellerin sentezlenme siiregleri birbirine hemen

hemen benzerdir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. Kriyojellerin genel sentez asamalari, a) polimer soliisyonun hazirlanmasi, b) -18
°C’de muhafaza edilmek iizere hazirlanan cam ylizeylerin {istten goriiniisii, c)
cam ylizeylerin 6nden goriiniisi, d) oda sicakligina getirilmis kriyojel, e) yikama

sonras1 kriyojelin genel goriintisii

Kriyojelin sentez asamasinda 0,06 gr toz aljinat (alginic acid sodium salt from Brown
algae, medium viscosity) hassas terazi tartilarak bir beher kapta 6 ml saf su ile yaklasik 2
sa manyetik karistiricida ¢ozdiiriildii. Viskoz bir hal alan aljinat-su karisimi ¢oziinmeye
devam ederken, 7 ml saf su icerisinde %100 safliktaki ¢cay agaci yagi kontrol grubu hari¢ 3
farkli1 konsantrasyonda damlatma metoduyla ilave edildi ve beher kap igerisinde 1 sa
homojen bir karisim elde edilinceye kadar manyetik karistirici ile karistirildi. Kontrol
grubuyla birlikte (¢ay agaci yagi igermeyen grup), 25, 50 ve 100 ul cay agact yagi igeren
toplam 4 grup aljinat kriyojel olusturulmasi hedeflendi. Toplam polimer ¢ozeltisindeki ¢cay
agaci yag1 konsantrasyonlar1 sirastyla yaklasik 1.32 mg/mL, 2.81 mg/mL ve 5.39 mg/mL
olarak hesaplanmistir (¢cay agact yagmin yogunlugu 0.9 g/mL olarak kabul edilmistir).

Cozdirme sonrasinda aljinat ¢ozeltisi, ¢cay agaci yagi ¢ozeltisi igerisine ilave edilerek
yaklagik 30 dk santrifiij edildi. Sirasiyla monomer HEMA (1,3 mL) ve PEGDA (0,506 mL)
ilave edildi. Islem sirasinda kriyojelin oda sicakliginda polimerlesmemesi igin buzlu su ile
muamele edildi. Daha sonra ¢apraz baglayici olarak 30 pL gluteraldehit (%25) ilave edildi.
Ardindan 0,02 g polimerizasyon baslaticisi amonyum per siilfat (APS) 0,5 ml saf su
icerisinde ¢ozdiiriilerek polimer c¢ozeltiye eklendi ve ardindan 25 pL N,N,N'N'-
tetrametilen diamin (TEMED) ilavesi yapildi. TEMED ilavesinden sonra polimerlesme
baglamadan, 6nceden hazirlanip sogutulmus iki cam ylizey arasina polimer malzeme
dokiildii ve -18 °C’de 24 sa bekletildi. 24 sa sonunda 25 °C oda sicakliginda ¢oziilene kadar
tutuldu. Tamamen c¢6ziindiikten sonra distile su ile yaklasik 1 sa boyunca 25 °C’de 150

rpm’de yikandi. Polimerlesmeye katilmayan malzemelerin arindirilmasi ile numunelerden
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deneylere hazirlamak amaciyla 8 mm capindaki kesitler alind1 ve karakterizasyon islemine

baslandi. Kriyojeller kullanilmaya ihtiya¢ duyulana kadar distile su i¢inde +4°C'de tutuldu.

Kontrol grubuyla birlikte 0, 25,50 ve 100 ul cay agaci yagi igeren toplam 4 grup kriyojel
elde edildi (TTOO0-ACry, TTO25-ACry, TTO50-ACry, TTO100-ACry kriyojeller).

TTO-ACry kriyojel gruplarinin hazirlanmasi sonrasinda gergeklestirilen UV-VIS-
spektofotometre analizleri (GENESYS 10S UV-VIS Spektrofotometre), antibakteriyal
analizler, hiicre kiiltiirii calismalar1 ve kan deneyleri Hacettepe Universitesi Biyoloji

Boliimii laboratuvarlarinda gerceklestirildi.
Caligmada karakterizasyonu yapilmak tizere kriyojel gruplari su sekilde olusturulmustur:
e Cay agac1 yagl, jelatin veya aljinat icermeyen kontrol grubu PHEMA kriyojel

e Jelatin ile zenginlestirilmis, farkli konsantrasyonlarda ¢ay agaci igeren {i¢ grup ve
cay agact yagl igermeyen bir kontrol grubu olmak iizere toplam dort grup olan

TTO-GCry kriyojeller

e Aljinat ile zenginlestirilmis, farkli konsantrasyonlarda cay agaci yagi igeren ii¢
grup ve cay agact yagi icermeyen bir kontrol grubu olmak {izere toplam dort grup

olan TTO-ACry kriyojeller
Calismada bu sekilde belirlenmis toplam 9 grup yer almaktadir.

Analizlerde kontrol grubu olarak kullanilmak {izere PHEMA kriyojel (¢cay agaci yagi,
jelatin ve aljinat icermeyen) kullanildi. PHEMA kriyojel, FTIR analizi, hiicre deneyleri,
kan durdurucu deneylerde kontrol grubu olarak kullanildi. Sentezlenmesinde kullanilan
malzemeler ¢ay agaci yagi, jelatin ve aljinat hari¢ tamamen ayni metotla hazirland1 (Sekil

3.2).

3.3. TTO-GCry ve TTO-ACry Kriyojellerin Karakterizasyonu

3.3.1. Sisme Deneylerinin Yapilmasi

Belirlenen 8 grubun sisme deneylerini yapmadan Once, her bir kriyojelden 8mm ¢apinda
kesitler alindi. Her bir kriyojelden 3’er numune alindi. Kriyojel Orneklerinin gisme
deneyleri kapsaminda, her bir kriyojelin sismis agirliklart (su ile doyurulmus), kuru
agirliklar1 (50 °C’de kurutulmus) ve sikilmis agirliklar1 (emici bir ylizeye emdirilmis)
hassas terazi ile tartildi. Her bir numunenin 6l¢iimleri 3 tekrarli olarak yapildi. Standart

sapmalar sayisal degerlere ve grafiklere yansitildi.
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Sisme deneyleri igin jellesme verimi (%), sisme oran1 (%) ve makrogdzenek miktari (%)
hesaplandi. Bunun i¢in, suyu ¢ekerek dengeli sisme durumuna ulasan sismis kriyojellerin
agirliklart olgiildii (sismis jel). Daha sonra bu kriyojellerin fazla suyu bir seliiloz kagit
tizerinde sikilarak son hallerinin agirliklart (sikilmis jel) 6lgiildii. Son olarak jeller 50 °C'
lik bir firinda kurutuldu (1 sa) ve kuru kriyojellerin agirligi kuru jel agirligi (kuru jel)
olarak oOlcildii. Kriyojel olusturulmasinda kullanilan monomerlerin toplam kiitlesi

belirlendi (mt). Jellesme verimi (%) asagida verilen Esitlik 3.1°e gore hesaplanmustir:

m (kuru jel)

x100(3.1)
mt

Jellesme verimi|%)|=

Sisme oranlar1(%) asagida verilen Esitlik 3.2°ye gbre hesaplanmistir:

sismis jel ) — m(kuru jel )
m (sismis jel )

$i§meoram(%)=m( x100(3.2)

Asagidaki denklem kullanilarak kriyojellerdeki siipermakroporlarin toplam hacmini yiizde
olarak belirlemek icin makrogdzenek miktart hesaplanmistir. Makrogdzenek miktari

asagida verilen Esitlik 3.3’e gore hesaplanmistir:

m (sismis jel)—m(stkilmis jel )

100(3.3
m(§i§mi§ jel) X ( )

Makrogézenek miktart|%)|=

Oranlarin belirlenmesinde {i¢ tekrarli olarak alinan Ol¢limler ile standart sapmalar

belirlenerek grafikler olusturulmustur (Phyton 3.0, p <0.05).

3.3.2. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi/Headspace (GC-MS/HS) Analizinin
Yapilmasi

Calismada kullanilan ¢ay agaci yagmin ana bilesenlerini ve ylizde oranlarini belirlemek

icin Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektroskopisi Headspace (GC-MS/HS) analizi

yapilmistir. Ayrica, ¢ay agacit yaginin ana metaboliti olan terpinen-4-ol'iin sentezlenen

kriyojel yapisina katilip katilmadigini anlamak i¢in de ayni analiz yontemi kullanilmistir
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(Agilent 5977B GC/MSD ve Agilent 7697A Headspace Sampler, Polis Akademisi Adli
Bilimler Enstitiisi Adli Kimya Laboratuvari). Analiz i¢in kullanilacak yodntem igin
literatiirdeki calismalardan faydalanilmis olup yontemin uygulanma asamasinda

optimizasyon yapilmistir (Avonto ve ark., 2016; Varlik ve ark, 2022).

Buna gore, 1 cm kenar uzunluguna sahip kare seklinde kesilmis seliiloz kagidina 5 uLL. TTO
emdirildi ve sikica kapatilmis 20 mL headspace uyumlu viale yerlestirildi. Ayrica, TTO25-
GCry kriyojel ve TTO25-ACry kriyojel 6rneginden 2 mm c¢apinda kesitler alindi, 20 mL
GC-MS/Headspace uyumlu viale yerlestirildi ve sise kapagi sikica kapandi. Numune
iceren vialler, GC-MS/Headspace Tlnitesine yerlestirildi. Deney ¢ift tekrarli olarak
gergeklestirildi. Ornek tam buharlastirma igin 250 °C'de bekletildi, basing 10.121 psi' ye
ayarlandi1 ve septum temizleme akis hiz1 3 mL/dak olarak ayarlandi. Split modu, "Split"
olarak ve 25:1 oraniyla ayarlandi. Siitun akis hizi 1,3 mL/dak olarak belirlendi. Siitun
basinci ve sabit akis otomatik olarak olusturuldu. lk sicaklik 40°C olarak ayarlandi. Ikinci
asamada, 5 °C araliklarla 100 °C'ye kadar (1-15 dk arasinda 2 dk’da bir) artirildi. Ikinci
asamada, 20 °C araliklarla 200 °C'ye kadar (15-22 dk arasinda, 2 dk’da bir ) artirildi. GC-
MS/Headspace parametrelerinde, firin sicakligi, dongii sicakligi ve transfer hatti sicakligi
10 °C artiglarla (100 °C, 110 °C ve 120 °C olacak sekilde) ayarlandi. Genel ayarlamalar
MSD-Mass Hunter programi ile yapildi. Ardindan, MSD Data Analysis (MSD Veri
Analizi) ve Quantitative Data Analysis Software (Nicel Veri Analizi Yazilimi) ile
karsilagtirmalar yapildi. Ek olarak, literatiir ve ticari kaynaktan elde edilen sonuglar
karsilastirildi.

3.3.3. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektrometresi ile Kriyojellerin Yapi
Analizi

4 mm kesit alinan kriyojeller oda sicakliginda (25 °C) 24 sa bekletildi. Kuruyan tiim
kriyojel numuneleri kiigliik parcalara ayrildi. Kuru kriyojeller, jelatin, aljinat ve saf cay
agaci yag1 orneklerinin FTIR (FT/IR-6600typeA) ile spektrumlar: alindi. Numunelere 400-
4000 cm-1 dalga boyu araligina bakildi. Literatiir karsilastirilmasi yapilarak polimer

olusumu ve baglarin yapist gozlemlendi (Rytwo ve ark., 2015).

3.3.4. Termogravimetrik Analizinin Yapilmasi (TGA)

TTO100-GCry ve TTO100-ACry kriyojel tozu drneklerinin (oda sicakliginda kurutulmus
ve toz haline getirilmis) termal tepkisini belirlemek i¢in bir TGA analizi yapilmistir. Deney
baslangicinda, kriyojel tozlarinin agirliklar1 belirlenmistir (Kuru toz agirliklari, TTO100-
GCry icin 5,7 mg, TTO100-ACry i¢in 6,3 mg olarak dl¢tilmiistiir).
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Deneyler, 900 °C'ye kadar 10 °C/dk 1sitma hiziyla inert bir ortamda (azot gazi kullanarak)
gerceklestirilmistir. Elde edilen degerlerden erime sicakligi belirlenmistir (Odabas 2018).
Kalan kiitle yiizdesi-sicaklik grafigi ve 1s1 akisi-sicaklik grafigi olusturulmustur. TGA
analizi, Hacettepe Universitesi ileri Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde

(HUNITEK) gergeklestirilmistir.

3.3.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) analizi

Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri HUNITEK’te yapildi. Kriyojeller
oncelikle glutaraldehit ¢ozeltisinde  sabitlendi.  Ardindan alkol ve HMDS
(hexamethyldisilazan) kullanilarak dehidre edildi. Bu islemde, her biri 6 mm ¢apinda olan
ayni boyuttaki her kriyojelin lizerine 1 ml %2,5 (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi eklenerek,
kriyojeller 30 dk boyunca karanlikta bekletildi. Dehidrasyon islemi igin, kriyojeller
strastyla %30, %50, %70 ve %100 (v/v) etanol c¢ozeltilerinde 5 dk boyunca bekletildi;
ardindan her bir 6rnek 1ml HMDS ig¢inde 10 dk boyunca inkiibe edildi. Daha sonra,

kriyojeller oda sicakliginda kurutuldu.

Kan absorbsiyon SEM goriintiileme i¢in kullanilacak tiim ornekler islem oOncesinde
liyafilizatorde kurutuldu. Yukaridaki tiim islemler, kan absorbsiyon ¢alismasi sonrasit SEM
gortintiilerini alabilmek i¢in kirmizi kan hiicrelerini kriyojele fikse etme islemi olarak da
ayni sekilde uygulandi. Daha i1yi goriintiileme i¢in parcalara ayrildi ve goriintiileme igin

4nm altin-paladyum ile kaplandi.

3.4. Salim Analizinin Yapilmasi
Bu calismada c¢ay agaci yaginin akut deri yaralanmalarinda deri iizerine kontrolli salimi1
hedeflendi. Bu nedenle belirli kosullar altinda ve belirli siirelerle numunelerin 6lgiimiine

dayanan bir salim deneyi hedeflendi.

Bu ¢aligma toplam 6 grupla calisildi. Buna gore 25, 50 ve 100 pL yiikli jelatin kriyojeller
(TTO-GCry) ve 25, 50, 100 uL yiiklii aljinat kriyojellerden (TTO-ACry) kesici yardimiyla
18 mm kesitler alindi; sismis agirliklar {i¢ tekrarli olacak sekilde tartildi. Kriyojellerin
kuru olarak kullanilmamasimin sebebi ¢ay agaci yagi igerisinde bulunan ugucu

metabolitlerin buharlagsmasini engellemek i¢indi.

Her bir kriyojel numunesi 20 ml PBS tamponu i¢eren cam beher igerisine ayri ayr1 konuldu
ve 150 rpm’de 37 °C’ de 3 giin ¢alkalayici inkiibatdre birakildi. 3 giin boyunca her bir
beherden Osa(baslangig), 2sa, 4sa, 8sa, 12sa, 24sa, 72 sa boyunca 0,5 ml (3 tekrarl

oldugundan toplam 1,5 ml) PBS tampon 6rnegi alindi ve ayr1 eppendorflara konuldu.
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Kriyojellerin iginde bulundugu soliisyon her alimda 1,5 ml PBS ile yeniden 20 ml’ye
tamamlandi. Daha sonra bu 6rneklere ¢ay agaci yaginin ¢6ziiniirliigiinii arttirmak amaciyla
0,5 ml methanol (%50 PBS/metanol ¢ozeltisi olacak sekilde) ilave edildi ve 1ml ye

tamamlandi. Her bir 6rnek spektrofotometrede 267 nm’de dl¢tildii.

Kullanilan ¢ay agaci yagi ile son konsantrasyon 1-5 pL aralifinda (kriyojel kesitlerinin
boyutuna gore hacme diisen ¢ay agaci yagi maksimum 5 pL olarak belirlendi) standart
grafigi hazirlandi. Bunun i¢in 20 mL PBS tamponu igeren beher igerisine 5 pL saf ¢ay
agaci yag1 ilave edildi. PBS ve cay agaci yag1 karisimi beherin agzi flaster ile kapali olacak
sekilde yaklasik 1sa boyunca oda sicakliginda santrifiij edildi. Daha sonra PBS tampon ve
cay agaci yag ¢oOzeltisi ile son konsantrasyon %50 PBS/metanol ¢ozeltisi olacak sekilde
metanol ilave edildi. Bu stok ¢ozeltisinden 0,2 ml, 0,4 ml, 0,6 ml, 0,8 ml ve Iml olacak
sekilde ornekler alimip eppendorflara konuldu. Daha sonra Iml alinan numune hari¢
(maksimum konsantrasyon), diger eppendorflarin iizeri %50 PBS-metanol ¢ozeltisiyle 1
ml’ye tamamlandi. Bu sayede kriyojel numunelerin miktari esas alinarak 1, 2, 3,4 ve 5 pl
cay agact yagl konsantrasyonu i¢in standart elde edildi. Her bir numune
spektrofotometrede 267 nm’de Olciildi ve standart grafigi olusturuldu. UV-
Spektrofotometre Ol¢limiine gore elde edilen OD degerleri esas alinarak numunelerin

kiimiilatif salim yiizdeleri asagidaki Esitlik 3.4’e gore belirlendi:

Kiimiilatif Salim Oranl(%]ZC) x100 (3.4)

Burada TTO'nun kiimiilatif salim oran1 (%); | farkli saatlerde alinan numunelerde bulunan
TTO miktarimin kiimiilatif olarak artisinin yiizdesini ifade eder. Numunedeki TTO miktari
her bir numunelerdeki TTO konsantrasyonunu (mikrog/ml) ifade eder. Numunedeki
maksimum TTO miktari, her bir kriyojel numunesinde bulunmasi gereken maksimum TTO
miktarini ifade eder. Metodun belirlenmesinde literatiirden faydalanilmis ve ¢alisma igin

optimizasyon yapilmistir (Ge ve ark., 2019; Manjula ve ark., 2021).

3.4.1. Kinetik Modeller

Polimer malzemelere yliklenen malzemelerin salim siiregleri farkli sekilde ilerleyebilir. Bu
sebepler, farkli kosullar ve malzemeler i¢cin matematiksel salim kinetik modelleri
gelistirilmistir (O’Hara ve ark., 1998). Onceki calismalara bakildiginda, TTO’nun bir

polimer malzemeden salinim kinetigi 4 ana model kullanilabilir (Ge ve ark, 2019). Bunlar,
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Zero order model, First order model, Higuchi model, Korsmeyer-Pappas modelidir. Zero-

order kinetik salim modeli asagidaki Esitlik 3.5’e gore hesaplandi:
Zero—order modeli:Q=Q0—kt(3.5)

Zero-order kinetik modelinde, Q, salinan ilag miktar1 (ng), QO, baslangigta salinan ilag
miktar1 (ng), k, zero-order kinetik sabiti (ng/sa) ve t: salinim siiresini (sa) ifade eder. Bu
denklemde, ilag salinim hizi, ilacin konsantrasyonundan bagimsiz olarak sabit kalir, yani

ilag sifirinct derece kinetige uygun olarak salinir.

First-order kinetik salim modeli asagidaki Esitlik 3.6’ya gbre hesaplandi:

. . Kt
First—ord deli:1 =1 +——
irst—order modeli :1og Q,=1og Q, 2303 3.6)

First-order kinetik modelinde, Q,, salinan ilag miktar1 (ng), Q., baslangicta salinan ilag
miktar1 (ug), k, first-order kinetik sabiti (s) ve t, salimim siiresini (sa) ifade eder. Bu
denklemde, ila¢ salinim hizi, ila¢ konsantrasyonunun yariya diismesi i¢in gecen siire ile
dogru orantili olarak azalir. Bu nedenle, first-order kinetigi, ila¢ saliniminda en sik

gozlenen kinetik modellerden biridir.

Higuchi Kinetik Salim Modeli, ila¢ salimini1 tanimlamak i¢in kullanilan baska bir
matematiksel modeldir. Bu modele gore, ilag molekiilleri sabit bir hizda ¢oziinerek, ilag
dozunun zamanla degisen oranlarda serbest birakilmasina neden olur. Higuchi kinetik

salim modeli agagidaki Esitlik 3.7’ye gore hesaplandi:

Higuchi modeli:Q,=kyx a 3.7

Burada Q, zaman iginde serbest birakilan ila¢ miktarin1 temsil eder; t, serbest birakma
stiresini temsil eder ve kyu, Higuchi sabiti olarak adlandirilan bir sabittir. Higuchi sabiti,
ilacin ¢oziiniirliigii ve dozuna bagli olarak degisebilir. Bu modele gore, ilag salimu,

zamanin karekokiine bagli olarak artar.
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Korsmeyer-Peppas modeli, etken madde salimini tanimlamak i¢in kullanilan bir
matematiksel modeldir. Bu model, ilag salim hizinin ilag molekiillerinin difiizyon hizina ve
ilag formiilasyonunun fiziksel 6zelliklerine bagli oldugunu varsayar. Korsmeyer-Peppas
modeli, ila¢g salimini karakterize etmek i¢in kullanilan en yaygin modellestirme

yontemlerinden biridir.

Korsmeyer-Peppas kinetik salim modeli asagidaki Esitlik 3.8’e gore hesaplandi:

Qt

Korsmeyer — Peppas modeli :1og @ =logk, +nlogt(3.8)

Burada Qt/Qow, salinan ila¢ miktarinin toplam ila¢ miktarina oranini temsil eder; t, serbest
birakma siiresini temsil eder; k,, salim hiz sabiti olarak adlandirilan bir sabittir ve n,

diflizyon sisteminin karakteristik 6zelligini ifade eden bir iistel terimdir.

Bu model, ilag saliminin zamanla degisen bir hizda gergeklestigini ve bu hizin ilacin
molekiiler yap1 ve formiilasyon 6zelliklerine bagl oldugunu gosterir. Kormeyes Peppas
modeli s6z konusu oldugunda n degeri Fickian difiizyonu hakkinda bilgi verebilmektedir.
Fickian difiizyonu kimyasal veya fiziksel maddelerin, konsantrasyon gradyanma bagl
olarak yiiksek konsantrasyon bolgelerinden diisiik konsantrasyon bolgelerine dogru dogal
olarak yayilmasi veya hareket etmesidir. Bu siire¢, Fick'in diflizyon yasalarina
dayanmaktadir. Fick'in birinci yasasina gore, difiizyon hizi, konsantrasyon gradyaninin
negatif yone dogru degisim hizina baghdir. Fick'in ikinci yasasina gore ise, diflizyonun
zamanla nasil yayildigini ve konsantrasyonun nasil degistigini agiklar. Buna goére n degeri
0,5’in altinda oldugunda Fickian difiizyonu uygulanabilirken, 0,5 {lizerinde 1 degerinin
altinda oldugunda hem Fickian hem non-Fickian diflizyonu uygulanabilir. Non-Fickian
diftizyonu, karmasik materyal yapilari, heterojen sistemler, poréz yapilar veya diflizyon
sirasinda kimyasal reaksiyonlarin etkisi gibi faktorlerin varligiyla iligkilendirilebilir (Ge ve

ark, 2019).

Bu calismada bahsedilen salim modelleri arasindan en uygun kinetik salim modelinin

belirlenmesi amaglanmastir.

3.5. In vitro Degradasyon Analizi
In vitro degradasyon analizi i¢cin, PHEMA, TTO-GCry ve TTO-ACry kriyojel gruplar

olmak iizere toplam 9 gruptan 18 mm ¢apinda ve 2 mm genisliginde kriyojel kesitleri
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alinip inkiibasyonda 37 °C’de 3 sa kurumaya birakildi. Daha sonra jellerin kuru agirliklar
hassas terazi ile tartild1 ve agirliklar ilk agirlik olarak kabul edildi. Daha sonra her biri 10
mL PBS (pH=7.4) ile dolu plastik tiiplerde 150 rpm de 37 °C’de inkiibe edildi. Farklh
zaman noktalarinda (0, 7, 14, 21 ve 28 giin), ornekler alindi, 45 °C’de inkiibatorde
kurutuldu ve her seferinde her 6rnegin kuru agirligi dlciildii. Kriyojellerin bozunma hizi,
asagidaki denklem kullanilarak orneklerin baslangi¢ ve son kuru agirlig1 arasindaki fark
analiz edilerek belirlendi. Degradasyon degeri (%) asagidaki Esitlik 3.9’a gore hesaplandi:

(M 0—Mf)

X100 (3.
VO 00(3.9)

Degradasyon (% )=

Burada, MO, orneklerin baslangic kuru agirhigini; Mf, diizenli zaman araliklarinda
inkiibasyondan sonra érneklerin son kuru agirligin ifade etmektedir. Formiil ile kriyojel

bozunma yiizde miktar1 hesaplanmistir (Zhang ve ark., 2014; Bolgen ve ark., 2020).

3.6. Antibakteriyel Deneyler
Tez caligmast kapsaminda sentezlenen TTO-GCry ve TTO-ACry kriyojel gruplarmin
antibakteriyel ozellikleri koloni olusturan {inite deneyi ve UV-VIS spektrofotometre

Ol¢limii ile degerlendirildi.

3.6.1. Koloni Olusturan Unite Deneyi (CFU)

Antibakteriyel caligmalar icin hem s1vi hem de kati besiyeri hazirlandi. Sivi Luria Bertani
(LB)-Brot besiyeri ve kat1 Agar besiyeri elde edildi. Bu ¢alismada E. coli (ATCC 25922)
ve S. aureus (ATCC 25923) suslar kullanildi. Bu iki sus TTO-GCry ve TTO-ACry
kriyojellerinin gram pozitif ve gram negatif bakteriler lizerindeki etkisini gormek igin
kullanildi. Bakteri kiiltiiriinde her iki grup icin bir kontrol grubu olusturuldu. E. coli ve S.
aureus igin 2 steril eppendorf i¢cine 1 ml ortam eklenerek eppendorflar inokiile edildi.
Bakteriler ortamla birlikte 18-24 sa boyunca 37 °C 'de ve 150 rpm'de inkiibe edildi.
Ardindan, her bakteri grubu i¢in (E.coli ve S.aureus), 100 ul bakteri ve 900 ul besiyeri ile
eppendorf tiiplerine inokiile edildi. Sentezlenen kriyojellerin her birinden 4’er adet 8 mm
capinda kesitler alindi. Kriyojeller, 10 dk UV ile sterilize edildi. Daha sonra kriyojel
kesitlerinden birer tane eppendorflarin i¢ine ilave edildi (kontrol ve cay agaci harig).
Aljinat ve jelatin gruplar1 ve her bir bakteri grubu ile (E. coli ve S. aureus) i¢in olusturulan

gruplar:
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e Jelatin gruplari: TTOO GCry-EC, TTO25 GCry -EC, TTO50 GCry -EC, TTO100
GCry -EC, TTOO GCry -SA, TTO25 GCry -SA, TTO50 GCry -SA, TTO100 GCry
-SA,

e Aljinat gruplari: TTOO ACry- EC, TTO25 ACry -EC, TTO50 ACry -EC, TTO100
ACry -EC, TTOO ACry -SA, TTO25 ACry -SA, TTO50 ACry -SA, TTO100 ACry
-SA,

e Kontrol gruplari: TTO-SA, TTO-EC, Kontrol-SA, Kontrol-EC olacak sekilde
belirlendi.

Agar besiyeri ile koloni sayim deneyi i¢in, 24 sa boyunca 37 °C 'de inkiibe edilen E.coli ve
S.aureus bakteri gruplarina seri seyreltmeler (100 pl bac/900 ortam) yapildi. Her seyreltme
asamasinda vorteksleme yapildi. Ornekler 107, 10® ve 10” ‘e kadar sulandirildi ve bu
sulandirmalardan 100’ er pL alinarak her bir LB agara L baget yardimu ile yayildi. 24 sa
boyunca 37 °C 'de tutuldu (Wahid ve ark., 2020).

Koloni sayimi 24 sa sonra yapildi. Koloni sayimi i¢in asagidaki Esitlik 3.10 kullanildi:

| Koloni say 151 x Seyreltme Faktorii|

N [Toplammikroorganizma say1s1|= 3.10)

Hacim|mL || Ekilen mikroorganizma miktar1|

3.6.2. UV-VIS Spektrofotometre Ol¢iimii
Seri seyreltme ile elde edilmis 10” seyreltilmis eppendorflardan dlgiimler 620 nm'de UV-
VIS spektrofotometre ile alindi. 3 kere tekrarlanan 6l¢iimlerin ortalamasi alindi (Shinde ve

ark., 2014).

Ardindan koloni sayimi yontemi ile UV-VIS spektrofotometre ve oOlglim yodntemi
arasindaki korelasyon iligkisi karsilastirmali analiz i¢in hesaplandi (Python 3.0, p < 0.05).
Elde edilen sonuglara gore, TTO GCry VE TTO ACry gruplarimin E. coli ve S. aureus

suslar1 lizerindeki antibakteriyel etkinligi (%) hesaplandi.

3.7. In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.7.1. MTT Hiicre Testinin Yapilmasi

MTT analizi hiicre canlilifi, proliferasyon ve sitotoksisite gostergesi olarak hiicresel
metabolik aktiviteyi Olgmek i¢in kullanilan bir yontemdir. MTT reaktifi (3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromiir), dortlii tetrazol halka cekirdegi,
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icinde iki fenil pargacigi ve bir tiyazol halkasi bulunan ii¢ aromatik halkay1 i¢eren bir
mono-tetrazol tuzudur. MTT'nin indirgenmesi ¢ekirdek tetrazol halkasinin bozulmasina ve
formazan adi verilen mor-mavi, suyla ¢éziinmeyen bir molekiiliin olusumuna neden olur

(Ghasemi ve ark., 2021).

Yapilan analizde HaCaT (Pasaj/16) hiicre hatti kullanilmistir (Sekil 3.3.(a)). Hiicre
ekiminden O6nce kriyojeller serum igermeyen Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high
glucose (DMEM) besiyerinde,% 5 CO? igeren ve 37 °C kosullar altindaki etiivde (Sanyo,
MCO18AC)1 sa inkiibe edildi. Orneklerin iizerine pellet formundaki hiicrelerin ekimi
gerceklestirilmeden once!sa boyunca 37 °C'de inkiibe edildi. Kriyojel gruplart i¢in, MTT
testi icin hazirlanan 24 ve 48 sa grubu olmak iizere iki grup olusturuldu. Her iki grup da
ayni protokole tabi tutuldu ve kriyojellere hiicre ekimi 3 boyutlu olarak gerceklestirildi.
Her kriyojeleigin 1x10° hiicre/kriyojel sayida ekim gergeklestirilmi. Ik asamada, 1x10°
hiicrenin yarist olacak sekilde 500.000 hiicre/kriyojel ekildi. 1 sa inkiibasyon sonrasinda
kalan hiicrelerin ekimi tamamlandi. Hiicre ekimi gerceklestirilmis kriyojellerde hiicrelerin
iiremesi ve canlilik sonu¢larinin alinmasi igin 24 ve 48 sa inkiibasyon yapildi. Daha sonra,
hiicrelerin besiyeri uzaklastirilip 400 pl serum icermeyen DMEM ve 40 ul MTT eklendi.
Ardindan hiicreler karanlikta 3 sa inkiibe edildi (Sekil 3.3.(b)).

a. bt

—

Sekil 3.3. In vitro hiicre kiiltiiri ¢aligmalari, a) HaCat hiicre hatti 151k mikroskobu

goriintiisli, b) MTT hiicre testinin uygulanmasi

Ardindan siipernatantlar uzaklastirildi ve yerine her kriyojel i¢in 400 ul DMSO/amonyak
soliisyonu (5% amonyak ile hazirlanmis) eklendi. Daha sonra 15 dk boyunca ¢alkalama
islemi yapildi ve kriyojeller 1 pl pipet ucu ile pargalandi. Renk degistiren DMSO/amonyak
sollisyonuher kuyucukta 100 pl olacak hacimde non-steril 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii
plakalarina aktarildi ve ¢ozeltiler mikroplaka okuyucu (BIOTEK, pQuant) kullanilarak 550
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nm'de spektrofotometrik olarak olgiildii. Kriyojellere eklenen hiicrelerin canlilik yiizdesi,
Olctimlerden elde edilen optik yogunluk (OD) degerlerine dayanarak belirlendi. Kriyojeller
icin hiicre canliligmi yorumlamak icin asagidaki Esitlik 3.11 kullanilarak MTT analizi
yapildu:

OD degeri |
x100(3.11
Kontrol grubu OD degeri | )

Hiicre canli11g1% =

Veriler normal dagilim gosterdigi icin c¢ift karsilagtirma islemi %95 giiven diizeyinde

Student's t-testi kullanilarak gerceklestirildi.

3.7.2. In Vitro Cizik Testinin Yapilmasi

Kriyojellerin yara 1iyilestirici etkisini degerlendirebilmek i¢in in vitro ¢izik testi
uygulanmistir. Her bir kriyojelden 18 mm ¢apinda kesitler alindi. Kriyojeller kurutulmadan
sterilize edildikten sonra (UV 1sigiyla 1 sa), kriyojel bagina 1.5 mL serum igermeyen
DMEM falkonlara alindi (Kriyojelde bulunan TTO’nun ugucu bir yag olmasi ve
kriyojelden ayrigmamasi i¢in kurutma islemi uygulanmamistir). Daha sonra 24 saat inkiibe
edildi. Sonrasinda slipernatantlar santrifiij edilmis (800 rpm, 5 dk) ve steril filtre edilmistir.
HaCaT hiicreleri, 24 kuyucuklu hiicre Kkiiltiirii plakalarindal.5x10° hiicre/kuyucuk
yogunlugunda ekildi ve hiicrelerin %90'lik bir konfluansa ulagmasi icin 48 sa beklendi.
Yaray1 olusturmak icin 200 pL steril pipet ucu kullanilarak hiicre hatt1 iizerinde yatay bir
cizik olusturuldu. Ardindan hiicreler PBS ile yikandi. Kriyojel ile hazirlanan ekstratlar
plakalarin igine eklendi. Plakalar %5 CO,'de 37 °C'de inkiibe edildi. Belirli zaman
araliklarinda (0, 24 ve 48 sa) koordinath goriintiiler, inverted (ters) mikroskop (Olympus
CKX18, Cellsens Master yazilimi1 V1.12) kullanilarak alindi. ImageJ (NIH) yazilimi, ¢izik
iki tarafi arasindaki kapanmayi hesaplamak i¢in kullanilmistir. Yara kapanmasi (%),
asagidaki Esitlik 3.12 ile hesaplanmistir (Suarez-Arnedo ve ark., 2020; Bal-Oztiirk ve ark.,
2023):

T0—-Tx
TO

Yara Kapama (%)= x100 (3.12)

Burada TO, ¢izik olusturuldugu zamanki yaranin alani, Tx, herhangi bir zaman

noktasindaki yaranin alanidir (scale bar: 100 um).
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3.8. Hemostatik Aktivite ve Kan Absorbsiyon Deneyleri

Yapilan doktora tez calismasinda TTO-GCry ve TTO-ACry kriyojelleri i¢cin hemostatik
aktivite, kan absorbsiyon ve kan absorbsiyon deneyleri degerlendirildi. Kriyojellerin kan
absorpsiyon analizi insan tam kani kullanilarak gergeklestirildi. Calismada kullanilan kan
ornegi Beytepe Giin Hastanesi’nden temin edildi. Kan 6rnedi goniilliiliik esasina gore
dogrudan 3 ml’lik EDTA’L tiiplerle alinip +4 °C'de muhafaza edildi. EDTA’l1 tiiplerin
kullanilmast kanin kullanim Oncesi pihtilagmasinin 6nlenmesi i¢indi. Caligmanin Etik
Kurul Onay1 GO 22/1255 kayit numarasi ile Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan

Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan alindi.

Metodun belirlenmesinde yapilmis benzer caligmalardan faydalanildi. Yapilan bir
calismada kan absorbsiyon ve kan absorbsiyon analizi degerlendirmesi i¢in dis dolgu
stingerleri ile ¢alisilmig ve absorpsiyon orani, verilen kanin dis dolgu siingerleri tarafindan
tamamen emilmesi i¢in gereken siire olarak tanimlanmistir. (Chang ve ark., 2012; Kang ve
ark., 2011). Yaptigimiz ¢alismada bu bilgi esas alinarak yapilan ¢alismalarda uygulanan

metodlar ¢aligmaya uygun olarak optimize edildi.

Bu calismada toplam 6 grup tasarlandi. Bu gruplar, PHEMA (jelatin, aljinat ve ¢ay agact
yag1 icermeyen kontrol grubu), TTOO0-GCry, TTO100-GCry, TTOOA-Cry ve TTO100-
ACry ve karsilastirma amaciyla hemostatik jelatin bazli ticari bir iirlin belirlendi. Ara

gruplar kullanilmadi.

Kriyojellerden ve ticari irlinden 18 mm capinda ve 1,5 mm ytlikseklikte kesikler alinarak,
liyafilizatorde kurutuldu (HUNITEK, Hacettepe Universitesi). Kriyojeller cam siselerin
dibine yerlestirildi ve +4 °C'de EDTA’l1 tiipte muhafaza edilen ve oda sicakliginda bir siire
bekletilen tam insan kani 6rneginden 250 pl kriyojellere dikkatlice dagitildi. Numuneler,
37 °C'de inkiibe edildi. Kan emilimi i¢in 60 sn yeterli oldugu goriildiigiinden, numuneler
60 sn 37°C'de etiivde bekletildikten sonra, cam siselerin kenarlarindan su damlatilarak
dikkatlice 20 ml distile su ilave edildi. Bu sayede pihtilasmis kanin bozulmasi 6nlenmis
oldu. 20 mL distile su ile karigtirtlmis 250 pl insan kaninin absorbansi, referans deger
olarak kullanildi. Kan tutma kapasitesini belirlemek amaciyla 0, 15, 30 ve 45 dk siirelerde
kriyojel numunelerinin hemoglobin soliisyonlarindan 1 ml numune alinarak eppendorflara
konuldu ve 540 nm’de absorbans degerleri ol¢iildii (UV—VIS spektrofotometre, Thermo
Scientific, Genesis). Beklenen zaman araliklarinda numune igeren siseler 37 °C'de etiivde
tutuldu. Daha sonra bu degerlerin standart deger ile karsilastirilmasi ile salinan kan

miktarmin yiizde (%) karsilig1 hesaplandi.
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Kan absorbsiyon analizi i¢in liyafilizatérde kurutulmus 18mm c¢apindaki tiim numuneler,
kan absorbsiyon analizinde oldugu gibi cam siselerin dibine yerlestirildi. Orneklerin
iizerine 37 °C ‘de bir siire bekletilmis 250 pl insan kani ilave edildi ve 5 dk bekletildi.
Daha sonra dnceden hazirlanmis olan 1,25 ml % 0,9 salin soliisyonundan cam siselerin
kenarindan her bir sise i¢in 20 ml olmak iizere ilave edildi. Daha sonra fotograflar ¢ekilip

yorumlandi.

Kan hiicresini tutan kriyojellerin goriintiisii SEM goriintiileme teknigi ile incelendi.
Hiicreleri fikse etmek icin karakterizasyon icin numunelerin SEM incelenmesinde
uygulanan metod ayni sekilde uygulandi. Bunun i¢in kan ile muamele edilmis kriyojeller
oncelikle 24 well-kuyucuklara yerlestirildi. Kriyojeller her bir kuyucuk i¢in glutaraldehit
cozeltisinde sabitlendi. Bu islemde, her biri 18 mm capinda olan ayni boyuttaki her
kriyojelin tizerine 1 ml %2,5 (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi eklenerek, kriyojeller 30 dk
boyunca karanlikta ve +4 °C'de bekletildi. Sabitleme isleminden sonra dehidrasyon islemi
i¢in, kriyojeller sirasiyla %30, %50, %70 ve %100 (v/v) etanol ¢ozeltilerinde 5 dk boyunca
bekletildi; ardindan her bir 6rnek 1ml HMDS (hexamethyldisilazan) i¢inde 10 dk boyunca
inkiibe edildi. Daha sonra, kriyojeller oda sicakliginda kurutuldu. Daha iyi goriintiileme

icin pargalara ayrildi ve goriintiileme i¢in 4nm altin-paladyum ile kaplandi.

3.9. Istatistiksel Analiz

Antibakteriyel aktivite ve sisme sonuglarini degerlendirmede spektrofotometri ve koloni
sayimi Ol¢iim yoOntemleri arasindaki korelasyon iligkisi, Salim deneyi i¢in kalibrasyon
egrisi Python 3.0 kullanilarak hesaplandi (p < 0.05). MTT analizi, veriler normal dagilim
gosterdigi i¢in ¢ift karsilastirmali Student t-testi kullanilarak yapildi (p < 0.05).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. TTO-GCry ve TTO-ACry ve PHEMA Kriyojellerin Sentezlenmesi

4.1.1. PHEMA Kriyojelin Sentezlenmesi

Kontrol grubu olarak kullanilan TTO, jelatin ve aljinat icermeyen PHEMA kriyojelin
basariyla sentezlendigi goriildii (Sekil 4.1). Sigmis halinin sartya yakin beyaz bir renkte

oldugu goriiliirken, icerdigi toplam polimer miktari toplam kriyojel agirligima gore %13,8

olarak hesaplandi (Cizelge 4.1).

Sekil 4.1. PHEMA kriyojel (jelatin, aljinat ve TTO igermeyen)

4.1.2. TTO-GCry Kriyojellerin Sentezlenmesi

Calismada farkli konsantrasyonlarda TTO (0, 25, 50, 100 pl) iceren TTO-GCry kriyojelleri
hazirland1 ve -18°C'de 24 sa bekletildi. Daha sonra oda sicakliina birakilarak ¢oziinmeleri
saglandi. Yapilan tekrarli deneyler sonucu tiim kriyojellerin basariyla sentezlenmis oldugu
gozlemlendi. Daha sonra kriyojellerin her birinden 8mm ¢apinda kesitler alindi (Sekil
4.2.). Kriyojellerin sismis agirhigi, sikilmig agirlignr ve kuru agirliklart (mg) 3 tekrarh
olarak olgiildii. 3 tekrarla alinan Olglimlerin aritmetik ortalamasi kullanildi. Toplam
monomer yilizdeleri (%), her bir kriyojeldeki toplam yag igerigi (ul), toplam polimer
cozeltisindeki yag konsantrasyonu (mg/ml) ve elde edilen kriyojellerin formlar1 Cizelge

4.1°de gosterildi.
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b)

TTOOGCry TTO25 GCry TTO50 GCry. i . TTO‘]OO GCry
Sekil 4.2. TTO GCry kriyojel gruplart (sirastyla, 0, 25, 50, 100 pl cay agaci yagi iceren
jelatin- kriyojeller)

4.1.3. TTO-ACry Kriyojellerin Sentezlenmesi

Calismada farkli konsantrasyonlarda TTO (0, 25, 50, 100 pl) iceren TTO-ACry kriyojelleri
hazirland1 ve -18°C'de 24 sa bekletildi. Daha sonra oda sicakligina birakilarak ¢oziinmeleri
saglandi. Yapilan tekrarli deneyler sonucu tiim kriyojellerin basariyla sentezlenmis oldugu
gbzlemlendi. Daha sonra kriyojellerin her birinden 8mm ¢apinda kesitler alind1 (Sekil 4.3).
Kriyojellerin sigmis agirligi, sikilmig agirligi ve kuru agirliklart (mg) 3 tekrarli olarak
Ol¢iildii. 3 tekrarla alman Olglimlerin aritmetik ortalamasi kullanildi. Toplam monomer
ylizdeleri (%), her bir kriyojeldeki toplam yag icerigi (ul), toplam polimer ¢ozeltisindeki

yag konsantrasyonu (mg/ml) ve elde edilen kriyojellerin formlar1 Cizelge 4.1°de gosterildi.

TTOO0 ACry TTO25 ACry TTO100 ACry

TTOO ACry TTO25 ACry TTO50 ACry TTO100 ACry
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Sekil 4.3. TTO-ACry kriyojel gruplar (sirastyla, 0, 25, 50, 100 pl cay agaci yagi igeren
aljinat-kriyojeller)

Sentezlenirken jelatin eklenen (GCry) ve aljinat eklenen (ACry) gruplar kontrol grubu olan
PHEMA kriyojel ile karsilastirildiginda, jelatin igeren gruplarin sari tonlarinda, aljinat
iceren gruplarin beyaza yakin bir renkte oldugu gozlemlendi. Sadece gozlemsel olarak bu

malzemelerin kriyojelin yapisina basariyla katildigi sdylenebilir (Sekil 4.4). Sentezlenen

kriyojellerin gdriiniimii, elastikiyeti ve renk ozellikleri literatiirle uyumlu bulundu (He ve

ark.,2021; Bayrak ve ark.,2021).

Sekil 4.4. Sentezlenen kriyojellerden alinan dairesel kesitlerin karsilastirilmas,
a) PHEMA kriyojel (TTO, jelatin veya aljinat icermeyen kontrol grubu),
b) Aljinat-kriyojel (ACry) c) Jelatin-kriyojel (GCry)

Polimer ¢ozeltisindeki toplam monomer miktarinin yiizde karsiligi degerlendirildi. Buna
gore PHEMA kriyojel icindeki toplam monomer miktar1 %13,8 idi. Jelatinli gruplarin
toplam monomer miktarlarina bakildiginda TTOO0-GCry %14 TTO25-GCry %16 TTOS50-
GCry %16 TTO100-GCry %15 oldugu goriildii. Sentezlenen her bir kriyojelin toplam
agirliginin birbirine yakin degerlere sahip oldugu gozlendi. Aljinatli gruplarin monomer
miktarina bakildiginda, TTO0-ACry %13,5, TTO25-ACry %13 TTOS50-ACry %14 ve
TTO100-ACry %13 idi. Gruplardaki genel monomer miktar1 yiizdelerinin birbirine yakin
oldugu goriildii (Cizelge 4.1).

Yapilacak sisme deneyi ¢alismalarda kullanilmak {izere sismis numunelerden alinan 8mm
capinda Orneklerin ii¢ tekrarli olarak alinan sismis, sikilmis ve kurutulmus agriliklar

alinmak tizere plastik kaplara ayrildi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kriyojel gruplarinin her birinden alinan 6rnekler (TTO0,TTO25, TTO50, TTO
100 GCry ve ACry gruplari, 8mm ¢apinda)
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Cizelge 4.1. Kriyojel gruplarinin sentezinde kullanilan toplam monomer miktar1 (%,gr/ml),
yag miktar1 (ul), Kriyojelin polimer c¢ozeltisindeki yag konsantrasyonu

(mg/ml) ve sentezlenen kriyojelin formu

Polimer Polimer
L. Cozeltisindeki . | Cozeltisindeki L.
Kriyojel Ad1 " Yag ~ Kriyojel
oplam . Yag
Miktar Formu
Monomer konsantrasyonu
Miktari (ul) (mg/ml)
(%,gr/ml)
PHEMA 13,8 0 0 Sarims1  beyaz,
esnek
TTOO0-GCry 14 0 0 sarimsi, esnek
TTO25-GCry | 16 25 1,67 sarimsl, esnek
TTO50-GCry | 16 50 3,33 sarimsi, esnek
TTO100- | 15 100 6,43 sarimsi, esnek
GCry
TTOO0-ACry 13,5 0 0 Kirli beyaz,
esnek
TTO25-ACry | 13 25 1,32 Kirli beyaz,
esnek
TTOS0-ACry | 14 50 2,81 Kirli beyaz,
esnek
TTO100- | 13 100 5,39 Beyaz, esnek
ACry

4.2. TTO-GCry ve TTO-ACry ve PHEMA Kriyojellerin Karakterizasyonu
4.2.1. Sisme Deneyleri
Caligmada, orneklerin jellesme verimi (%), sisme oranlar1 (%) ve makrogdzenek derecesi

(%) cizelge ve sekillerle gosterilmistir. (Cizelge 4.2, Sekil 4.6-4.11)

TTO-GCry kriyojellerin jellesme verimleri degerlendirildiginde, TTOO-GCry en yiiksek
verime (%81,70) sahip oldugu goriildii. Cay agaci yag1 eklenen kriyojellerde sirasiyla
jellesme verimi, TTO25-GCry %73,8, TTO50-GCry %70,50, TTO100-GCry %70,00
seklinde belirlendi (Sekil 4.6). PHEMA (kontrol) kriyojelin jellesme verimine bakildiginda
(%86,20), jelatinin jellesme verimini bir miktar azalttigi, TTO-jelatin etkilesiminin TTO
miktar1 arttik¢a jellesme miktarini1 daha da azalttigr goriildii. Polimerlesme stirecinde ilave
edilen TTO’nun jelatinin ¢apraz baglanma kapasitesini azaltmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Yaglarin hidrofobik etkilesimleri bu etkiye sebep olabilir (Xu ve ark., 2018).
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TTO-GCry sisme oranlarina bakildiginda, kriyojeller genellikle birbirine yakin sonuglar
vermis olup degerler %88,55 ile %90,28 arasindadir. En yiiksek cay agaci yagi miktarina
sahip olan TTO100-GCry (% 90,28) en yiiksek sisme oranina sahiptir. Sisme oranlarinin
birbirine yakin olmasinin ¢ay agact yagmin kriyojelin stabilitesini negatif yonde
etkilemedigi, aksine sisme oranini bir miktar arttirdigi sonucunu ortaya ¢ikarmistir (Sekil

4.7).

Makrogozenek derecesine (%) miktarlarina bakildiginda, sonuclar TTO0-GCry icin %71,
77, TTO25-GCry i¢in %73 63, TTO50-GCry i¢in %74,89 ve TTO100-GCry i¢in %70,99
olarak bulunmustur. En yiiksek makroporozite TTO50-GCry'de goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Sonuglar, belirli bir miktar TTO ilave edildiginde kriyojelin makrogdzenekliliginin
arttirllabildigini, ancak yiliksek miktarda TTO ilavesinin belirli bir noktadan sonra
makrogozenekliligi azaltilabildigini gosterdi. Belirli bir miktarda ilave edilen yag
molekiilleri, polimerlesme asamasinda kriyojelin donma siirecinde, daha kanalli ve
homojen bir makrogozeneklilik saglamis olabilir. Bu sonu¢ benzer bir c¢alisma ile

uyumludur (Boélgen ve ark., 2020).

Genel olarak sisme Ozelliklerine bakildiginda, ¢ay agact yag katkisinin, yapiya dahil
edilmesine ragmen, kriyojelin stabilizasyonu, jellesme verimi, makrogdzenekliligi, sisme

oranlar1 lizerinde olumsuz bir etkisi olmadig1 goriilmektedir.

Cizelge 4.2. Kriyojel tiplerine bagl jellesme verimi (%), sisme orant (%) ve makrogdzenek

derecesi(%)
Kriyojel tipi Jellesme Verimi (%) | Sisme Orani (%) Makrogozenek
derecesi (%)
PHEMA (Kontrol) 86.20+1,72 88.20+0,78 75.68+1,95
TTOO0-GCry 81.70+2,30 88,55+1,14 71,77+4,80
TTO25-GCry 73.80+1,70 89,00+0,50 73.63+1,09
TTO50 -GCry 70.50+1,70 88,28+0,90 74.89+1,21
TTO100-GCry 70,00+1,70 90,28+0,20 70,99+3,02
TTOO0-ACry 80,56+2,60 89,28+0,62 78,25+1,56
TTO25-ACry 83,33+2,90 89,16+0,98 79,50+1,68
TTO50-ACry 86,11+2,54 87,50+0,36 78,94+0,74
TTO100-ACry 84,00+2,00 89,84+0,50 80,90+0,36
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GEL-PHEMA TTO Kriyojel Jellesme Verimi %

81,70

73,80 70,50 70.00
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TTO2% GCry TTOD GCry TTOH0D GCry
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Sekil 4.6. TTO-GCry gruplariin jellesme verimi karsilastiriimasi (%)

GEL-PHEMA TTO Kriyojel Sisme Oram %

%0
88,55 89.00 88,28
o
®
a0
on
]
TTOS0 GCry TTCHOO GCry

Sekil 4.7. TTO-GCry gruplarinin sisme orani karsilastirilmasi (%)

GEL-PHEMA TTO Makrogozenek Miktan %

%0
- T1TE 73,63 74,689
&
=
]
o

TTO0 GCry TTOA0 GCry TTOI00 GCry

Sekil 4.8. TTO-GCry gruplarinin makrogdzenek miktari karsilastirmasi (%)
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TTO-ACry kriyojellerin jellesme verimi (%) degerlendirildiginde, TTO50-ACry kriyojelin
en yliksek verime (%86,11) sahip oldugu goriildi. Tiim TTO-ACry kriyojellerde sirasiyla
jellesme verimi, TTO0-ACry %80,56; TTO25-ACry %. 83,33; TTO50-ACry % 86,11 ve
TTO100-ACry % 84,00 seklinde gosterildi. Cay agaci yagi ilavesinin jellesme verimi
tizerine olumlu etkisi, TTO’nun ortam pH’ii etkilemesi sebebiyle olabilir. Bu durum
aljinatin ¢apraz baglanma kapasitesini arttirdigi yoniinde yorumlanabilir. Aljinatin asidik
ortamlarda daha iyi ¢apraz baglanma kapasitesine sahip oldugu onceki ¢aligmalarda ifade
edilmistir (Lee ve Mooney, 2012). Bu sonuclara gore, TTO eklenen 6rneklerde cay agaci
yagmin belirli bir konsantrasyona kadar eklenmesinin jellesme verimini arttirdigt

sOylenebilir (Sekil 4.9).
TTO-GCry kriyojel grubu TTO-ACry kriyojel grubuyla jellesme verimi bakimindan
karsilastirildiginda, TTO-ACry grubunun jellesme veriminin genel olarak TTO-GCry

grubuna gore daha yiikksek oldugu goriildi. Bu durumda aljinatin jellesme verimini

arttirdig1 sdylenebilir.

Alg-PHEMATTO Kriyojel Jellesme Verimi %

i)
80.56 S 5.1 DL
i :
(1]
&0
X
- TTO0 ATy TTO2S ACry TTOSD Alry TTOADD ACry

Sekil 4.9. TTO-ACry gruplarinin jellesme verimi karsilastiriimasi (%)

TTO-ACry kriyojel gruplar1 sisme oranlarina bakildiginda, kriyojeller genellikle birbirine
yakin sonuglar vermis olup degerler % 87,50 ile % 89,84 arasindadir. En yiiksek ¢ay agaci
yag1 miktarina sahip olan TTO100-ACry (% 89,84) en yiiksek sisme oranina sahiptir.
Sigsme oranlarmin birbirine yakin olmasi, ¢ay agaci yaginin kriyojelin stabilitesini negatif

yonde etkilemedigini gosterdi (Sekil 4.10).

TTO-GCry kriyojel grubunun TTO-ACry kriyojel grubu yaklasik olarak benzer sonuglari

vermis oldugu degerlendirilebilir. Her iki grupta da en yiiksek sisme orani en fazla ¢ay
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agaci yag1 yiiklemesi yapilan kriyojellerde goriilmiistiir (TTO100-GCry ve TTO100-ACry
kriyojeller).

Alg-PHEMA TTO Kriyojel Sisme Orani %
89.28 89.16 87.50 il

Sekil 4.10. TTO-ACry gruplarinin sisme oranlari karsilastirmasi (%)

TTO-ACry kriyojel gruplari makrogdzenek derecesine (%) bakildiginda, sirasiyla, TTOO-
ACry %78,25, TTO25-ACry %79,50, TTO50-ACry %78,94 ve TTO100-ACry %80,90
oldugu goriilmektedir. Makrogdzenek derecesinini hi¢ ¢ay agaci yagi eklenmemis kriyojele
gore artmis oldugu goriilmektedir. Genel olarak degerler birbirine yakindir, ancak
maksimum makrogdzenek derecesi TTO100-ACry %80,90 olmustur. Cay agaci yaginin en
yliksek cay agaci yagi eklenen gruba gore makrogdzenek derecesi iizerinde yaklasik %2

degerinde arttirict bir etkisi oldugu sdylenebilir (Sekil 4.11).

TTO-GCry kriyojel gruplart ve TTO-ACry kriyojel gruplari arasinda kiyaslama
yapildiginda, TTO-ACry kriyojel gruplarinin makrogdzenek derecesinin TTO-GCry
kriyojel gruplarina gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durumda, aljinatin jelatine

gore makrogdzenek derecesini arttirici etkisi oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak ¢ay agaci yagi igeren gruplar icermeyenlere gore daha yiliksek makrogdzenek
derecesi saglarken, aljinat iceren gruplar da jelatin iceren gruplara gore daha yiiksek
makrogdzenek derecesine sahiptir, denilebilir. Kontrol grubu olan PHEMA ile
karsilagtirildiginda, jelatin veya aljinat ilavesinin jellesme verimini azalttigi, ancak bu
azalma oraninin jelatin ilaveli kriyojel gruplarinda daha fazla oldugu goriilmektedir
(PHEMA jellesme verimi % 86,2). Sisme oranlar1 kontrol grubuyla karsilastirildiginda,
sonuclar genel olarak benzer goriilse de, TTO100-GCry kriyojel (%90,28) ve TTO100-
ACry kriyojelin (%89,84) en yiiksek sisme oranina sahip oldugu goriildii (PHEMA sisme

orani %388,2). Daha oOnce belirtildigi lizere, genel olarak tiim gruplara bakildiginda,
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TTO’nun sisme oranini pozitif yonde etkiledigi goriildii. Makrogdzenek dereceleri
karsilastirildiginda, TTO-GCry kriyojel grubunun PHEMA kriyojel degerinden daha diisiik
oldugu goriildii. TTO-ACry kriyojel grubunun PHEMA kriyojel degerinden daha yiiksek
oldugu goriildii (PHEMA makrogézenek derecesi %75,88).

Alg-PHEMA TTO Makrogozenek Miktan %

78,25 79.50 78,94 80,90
- = E x =

Sekil 4.11. TTO-ACry gruplarinin makrogozenek miktar1 karsilastirmasi (%)

4.2.2. Gaz Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (GC-MS) Headspace Analizi
Calisgmada kullanilan ticari ¢ay agaci yaginin bilesenleri, Gaz Kromatografisi Kiitle
Spektrometresi (GC-MS) Headspace analizi sonuglarina gore tanimlandi ve degerleri
ISO/FDIS 4730:2004 referans araligi ile karsilastirildi. Bu karsilastirmadan elde edilen
sonuclarin, referans degerlerin araliginda oldugu goriildii (Cizelge 4.3) TTO'nun bilesenleri
ve yiizde (%) araliklar1 su sekildedir: a-pinen %2-3; sabinen %0-1; %a-terpinen 8-9; p-
simen %1-2; 1,8-sineol %5-6; limonen %0,5-1; y-terpinen %21-22; terpinolen %3-4;
terpinen-4-ol %40-41; o-terpineol %?2-3; aromadendren %2-3; viridifloren %0-1; o-
kadinen %1-2; o-kadinen %0-1; viridiflorol %0-1. Ticari TTO'da bulunan bilesenler ve
oranlari, literatiir ve ISO/FDIS 4730:2004 degerleri ile uyumlu oldugu bulundu (Carson
vd., 2006; Avonto vd., 2016).

GC-MS Headspace ile TTO’nun kriyojel yapisina katilip katilmadigr belirlendi. Bunun
icin, TTO yapisindaki ana bilesen olan terpinen-4-ol, GCMS-Headspace Kiitle
Spektrumunda gosterildi. Calismanin ilk agamasinda, en az miktarda TTO ile yiiklenmis
kriyojel drnekleri (TTO25-GCry, 25 pl, TTO25-ACry, 25 pl yiiklenmis kriyojel) i¢in elde
edilen sonuglar, TTO’nun kriyojel yapisina hapsoldugunu gostermistir. Gegmis ¢aligmalari

inceledigimizde ve TTO’nun ana metaboliti olan terpinen 4-ol'iin iyon kromatogrami ile
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karsilagtirdigimizda, bu iyonlarin kriyojel yapisinda bulundugu goriilmiistiir (NIST Mass
Spectrometry Data Center; Hadi ve ark., 2016).

TTO’nun ana metaboliti olan terpinen 4-ol'iin Q (m/z)(kalifikasyon iyonu) degeri 71, ql
(m/z) ve q2 (m/z) degerleri (kalifikasyon iyonlar1) ise sirasiyla 93 ve 111'dir. Buna gore,
TTO ve ana metaboliti terpinen 4-oliin kriyojellerin yapisina katildig1 goriilmiistiir (Sekil
4.12).

Cizelge 4.3. ISO/FDIS 4730:2004 standartlarina gore calismada kullanilan ¢ay agaci yagi
bilesenlerinin minimum/maksimum (%) degerleri ve calismada kullanilan

cay agaci yagi yiizde araligi (%)

No Bilesen Min/ Maks. Cahsmada kullanilan
(%) TTO bilesenleri miktari
yiizde aralig: (%)
1 a- Pinen 1/6 2-3
2 Sabinen -/3,5 0-1
3 a-Terpinen 5/13 8-9
4 p-Simen 0,5/8 1-2
5 1,8-Sineol -/15 5-6
6 Limonen 05/1,5 0,5-1
7 y-Terpinen 10/28 21-22
8 Terpinolen 1,5/5 3-4
9 Terpinen 4-ol 30/48 40-41
10 a-Terpineol 1,5/8 2-3
11 Aromadendren -/3 2-3
12 Viridifloren -/3 0-1
13 0 -Kadinen -/3 1-2
14 Globulol -/1 0-1
15 Viridiflorol -/1 0-1
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Sekil 4.12. TTO- GCMS-Headspace Kriyojel Kiitle Spektrometresi (TTO25-GCry i¢in ana
bileseni olan terpinen-4-ol'iin pik degeri), a. Kriyojel kiitle/zaman spektrumu
(terpinen-4-ol'iin pik degeri) b. kiitle-zaman, m/z spektrumu, terpinen-4-ol'iin

iyon kromatogrami

4.2.3. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektrometresi ile Kriyojellerin Yap:
Analizinin Yapilmasi

Bu calismada, her kriyojel i¢in FTIR sonuglar1 ayr1 ayr1 ve birlikte degerlendirildi. Bunun
yant sira, saf ¢ay agaci yagi ve kontrol grubu olan PHEMA kriyojelin spektrum

karsilagtirmalar1 da degerlendirildi.

4.2.3.1. TTO-GCry Kriyojellerin Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopisi
(FTIR) Analizinin Yapilmasi

TTO-GCry kriyojellerin Fourier Doniistimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi
sonuglar1 degerlendirildiginde elde edilen spektrumlarin beklenilen sekilde oldugu
gozlemlendi (Sekil 4.13). Buna gore tipik PHEMA spektrumu, jelatin ve ¢ay agaci yagi
varliginda meydana gelen degisimler, elde edilen spektrumlarin karsilastirilmasi ile

degerlendirildi.
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Genel olarak degerlendirildiginde, dnceki ¢aligmalara dayanarak, yaklasik 2920 cm-1'deki
bantlarin sirastyla asimetrik ve simetrik C-H gerilme titresimlerinden kaynaklandig:
sOylenebilir. Yaklasik 3300-3400 cm-1'deki karakteristik genis tepe, O-H gerilme
titresimlerini gosterir (Sekil 4.13-15). 1720 cm-1'de yiiksek yogunluklu bandin varligi, C-
O esneme titresimlerinin varhigina isaret eder (Sekil 4.13-14). Amidler, N-H ve C-O
gerilme titresimlerinden kaynaklanan sogurma bantlar1 ile karakterize edilir

(Derazshamshir ve ark., 2010).
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Sekil 4.13. Fourier dontsiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile kriyojellerin
spektrumlari, (400-4000 cm-1, FT/IR-6600 tip A (sirastyla 0, 25, 50, 100 pl
cay agaci yagi iceren TTO GCry kriyojeller)
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Sekil 4.14. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile PHEMA kriyojel ve
gelPHEMA (GCry) kriyojel spektrumlart amid I, amid II ve amid III bantlar1

karsilagtirmast

PHEMA kriyojel ve gelPHEMA (GCry) kriyojel kizil6tesi spektrumunu inceledigimizde,
jelatine 6zgli amid I bandinin 1641 cm-1'de (C=0O germe), amid II bantlarinin 1543 cm-
1'de (¢ift biikiilme ile C-N gerilme) ve (CH2 biikiilme frekansi) 1448 cm-1'de goriildiigiini
goriiyoruz. Calisma ile karsilastirildiginda, bu bantlarin literatiirdeki calismalarla da
uyumlu oldugu goriilmiistir. PHEMA'dan ve jelatinden kaynaklanan amid III bantlari,
1243 cm-1’de goriilmekte olup 1070 cm-1'de C-N gerilmeleri goriilmektedir (Sekil 4.14)
(Sharma ve ark., 2013; Elzey ve ark., 2016). Amid bantlarinin tespiti, jelatinin GCry
kriyojel yapisina dahil edildigini géstermektedir.
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TTO-GCry Kriyojeller
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Sekil 4.15. Fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (400-4000 cm-1, FT/IR-6600 tip
A) ile TTO-GCry kriyojellerinin karsilagtirmali spektrumlari, farkli miktarlarda
(swrastyla 0, 25, 50, 100 pl) cay agaci yagi igeren tiim kriyojellerin

kargilastirma spektrumlari
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TTO ve TTO-GCry Kriyojeller
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Sekil 4.16. TTO ve farkli miktarlarda (0,25,50,100 pl) ¢cay agaci yagi igeren kriyojellerin

karsilastirmali spektrumlari

Sekil 4.15'e bakildiginda, kriyojellerdeki TTO miktarinin artmasiyla, belirli dalga
boylarindaki c¢izgilerin uzunlugunun da arttig1 goriilmektedir. Aromatik yaglardaki
terpenoidlerin karakteristik C-H bagi ~2900 cm-1, C=0 bag1 (~1700 cm-1), biiyiik bir O-H
gerilimi ~3400 cm-1 ve C-O gerilimi ~1100 cm-1 civarinda goriiliir (Elzey ve ark., 2016).
Bu dalga boylarindaki genislemeler, cay agaci yagi spektrumunda da goriliir. Sonug
olarak, aym1 dalga boylarindaki uzamalarin ¢ay agaci yagi eklenmesiyle artmasi, yagin
kriyojel yapisinda oldugunu ve emilimi etkiledigini gosterir. Sekil 4.16° da, ¢ay agaci yagi
icin 6zgil bir nokta olan ~1647 cm-1'in zirvesi, kriyojelin i¢ine yiiklenen ¢ay agact yagi

miktar1 arttik¢a daha belirgin hale gelmistir (Thiagarajan ve ark., 2021).
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4.2.3.2. TTO-ACry Kriyojellerin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

(FTIR) Analizinin Yapilmasi

TTO-GCry kriyojellerin Fourier Doniisiimli Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) analizi

sonuclar1 degerlendirildiginde elde edilen spektrumlarin beklenilen sekilde oldugu

gozlemlendi (Sekil 4.17). Buna gore tipik PHEMA spektrumu, aljinat ve ¢ay agaci yagi

varliginda meydana gelen degisimler, elde edilen spektrumlarin karsilastirilmas: ile

degerlendirildi.
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Sekil 4.17. Fourier donlsimli kizilotesi

spektroskopisi  (FTIR)

Wavenumber [cm-1]

ile kriyojellerin

spektrumlari, (400-4000 cm-1, FT/IR-6600 tip A (sirasiyla 0, 25, 50, 100 pl

cay agaci yagi iceren TTO-ACry kriyojeller)
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Sekil 4.18. Fourier doniisimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile PHEMA kriyojel ve
ACry kriyojel spektrumlart CH2 esnemesi, lronik asit ve manuronik asit

bantlar1 karsilastirmasi

PHEMA ve ACry kriyojellerin FTIR spektrumlar1 sekilde karsilastirilmigtir. ACry
kriyojele aljinatin yapiya katildigi, aljinata 6zgli 884 cm-1 dalga boyunda goriilen
manuronik asit fonksiyonel grubu ve 939 cm-1 dalga boyunda goriilen tironik asit ve 2928
cm-1 dalga boyunda CH2 esneme bolgelerinde meydana gelen yapi degisiklikleri ile
anlagilmaktadir (Sekil 4.18) (Aprilliza, 2017).
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Sekil 4.19. Fourier dontisiimlii kizilotesi spektroskopisi (400-4000 cm-1, FT/IR-6600 tip
A) ile TTO ACry kriyojellerinin karsilastirmali spektrumlari, farkli miktarlarda
(srrasiyla 0, 25, 50, 100 pl) cay agaci yagi iceren tiim kriyojellerin

karsilagtirma spektrumlari

Daha Once yapilan ¢alismalara dayanarak, yaklagik 2920 cm-1'deki bantlarinin sirasiyla
asimetrik ve simetrik C-H gerilme titresimlerinden kaynaklandigi sdylenebilir. Yaklagik
3300-3400 cm-1'deki karakteristik genis tepe, O-H gerilme titresimlerini gosterir. 1720
cm-1'de yliksek yogunluklu bandin varligi, C-O esneme titresimlerinin varligma isaret
eder. Amidler, N-H ve C-O gerilme titresimlerinden kaynaklanan sogurma bantlar1 ile
karakterize edilir. Aljinattan kaynaklanan 3200-3400 c¢cm” dalga boyu OH fonksiyonel
grubu ve 2920-2928 cm-1 dalga boyunda CH2 streching varligimin olmasi, ¢akigsmaya
sebep olabilir (Sekil 4.19). Bu nedenle pikler TTO igin ayirt edici olmayabilir (Aprilliza,
2017; Thiagarajan ve ark., 2021).
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Sekil 4.20. TTO ve farkli miktarlarda (0, 25, 50, 100 ul) cay agaci yagi iceren ACry

kriyojellerin karsilastirmali spektrumlari

Sekil 4.20’ye bakildiginda, cay agact yagi igin 6zgiil bir nokta olan ~1647 cm-1'in zirvesi,
kriyojelin igine yiiklenen cay agaci yagi miktar1 arttikca daha belirgin hale gelmistir
(Thiagarajan ve ark., 2021).

4.2.4. Termogravimetrik Analizi (TGA)

4.2.4.1. TTO100-GCry Kriyojel Termogravimetrik Analizi (TGA)

Termogravimetrik analiz (TGA) sicaklik artisina bagl kalan madde miktar1 yiizdesi (%)
hesaplanarak, Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) sonuglart 1s1 akist verileri ve

sicaklik grafigi ile gosterilmistir. 100 pl cay agaci yagi yiikkli TTO100GCry kriyojelin
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analiz sonuglaria gore kriyojel 165 °C’de agirhiginin yaklasik %5’ini kaybetmistir. 400
°C’de yaklasik %50’sini kaybetmis olup 448 °C’de tamami bozunmustur. Kriyojel 165-
310 °C aras1 daha yavas bir bozunma, 310 °C’den sonra daha hizli bir bozunma profili
gostermistir. Is1 akigi-sicaklik grafigi incelendiginde, 50-55°C’de arasinda maksimum pik
vermis olup, bozunma hizinin en yiiksek oldugu 165-360 °C’de aralikta bir pik daha
vermigtir. DSC grafigi sonucglarina bakildiginda polimer malzemenin Tc (kristallesme)
sicakligr 165 °C, Tm (erime) sicakligimin 310 °C oldugu sdylenebilir. Bu degerler benzer

ozellikteki polimer malzemelerin degerleri ile uyusmaktadir (Bai ve ark., 2013).

Literatiirde jelatin i¢in, %5 ve %10 agirlik kaybi i¢in sirasiyla yaklasik 75,8°C ve 123,4°C
sicakliklarin gozlemlendigi belirtilmistir (Bai ve ark., 2013). Yaptigimiz calismada
kriyojelin 165 °C’de agirligimin yaklasik %5’ini kaybettigi diisiiniildiiglinde yapinin saf

jelatine gore daha stabil oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.21. TTO100-GCry kriyojel termogravimetrik analizi (TGA) ve Diferansiyel

Taramali Kalorimetre (DSC) analizi (oda sicakligindan 900 °C'ye 10 °C/dak),
a. agirlik kaybi (%) ve sicaklik (°C) sonuglarinin TGA karsilastirilmast, b. 1s1
akigt (mW) ve sicaklik (°C) sonuglarmin DSC karsilastiriimasi
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4.2.4.2. TTO100-ACry Kriyojel Termogravimetrik Analizi (TGA)

TGA ve DSC sonuglari 1s1 akist verileri ve sicaklik grafigi ile gosterilmistir. 100 ul cay
agac1 yag1 yikli TTO100ACry kriyojelin analiz sonuglarina gore kriyojel 155 °C’de
agirhiginin yaklagik %5’ini kaybetmistir. Yiizde 10’unu 300°C’de, yaklasik %350’sini,
398°C’de kaybetmis olup 456 °C’de %1°1 kalmis ve bozunmamustir.

Kriyojel 25-200°C aras1 daha yavas bir bozunma, 200 °C’den sonra hizli bir bozunma
profili gdstermekle beraber, 300 °C’den sonra daha hizli bir bozunma profili gostermistir.
Is1 akigi-sicaklik grafigi incelendiginde, 53 °C’de maksimum pik vermis olup, bozunma
hizinin en yiiksek oldugu 175 °C’de bir pik daha vermistir. DSC grafigi sonuglarina
bakildiginda polimer malzemenin Tc (kristallesme) sicakligi 175 °C, Tm (erime)

sicakliginin 300 °C oldugu sdylenebilir.

Literatiirde aljinat i¢in, en yiiksek agirlik kaybi sicakliginin 213 °C oldugu belirtilmistir
(Fan wvd, 2005). Yaptigimiz calismada kriyojelin 300 °C’den sonra maksimum
biyobozunma gosterdigi diisiiniildligiinde yapinin saf aljinata gore daha stabil oldugu

sOylenebilir.

TTO-GCry ve TTO-ACry kriyojeller karsilastirildiginda, TTO-GCry jellerin agirliginin
%10’unu kaybettigi sicakligin 310 °C, TTO-ACry kriyojelin 300 °C olmasi, jelatinin
aljinata gore yapiyr bu sicaklik degerleri arasinda yapiy1r daha dayanikli hale getirdigi
sonucuna yol acabilir. Kriyojellerin agirliklarinin %50’sini kaybettigi sicakliklar ise TTO-
GCry icin 400 °C, TTO-ACry i¢in 398 °C’dir.

Sonug olarak TTO ACry’in %10 unun, TTO GCry kriyojele gére daha hizli bozundugu,
ancak belirli bir sicakliktan sonra %50’sinin bozunma hizina bakildiginda bozunma hizinin
birbirine yaklastig1 goriilmiistiir. Jelatinin mevcut polimeri sicakliga daha dayanikli hale
getirdigi sOylenebilir. Bu sonug, literatiire bilgisi ile karsilastirildiginda, jelatinin aljinattan

daha yavas bozundugu bilgisi ile uyusmaktadir (Fan ve ark., 2005).
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Sekil 4.22. TTO100-ACry kriyojel termogravimetrik analizi (TGA) ve Diferansiyel

Taramali1 Kalorimetre (DSC) analizi (oda sicakligindan 900 °C'ye 10 °C/dak),
a. agirlik kaybi (%) ve sicaklik (°C) sonuglarinin TGA karsilastirilmasi, b. 1s1
akist (mW) ve sicaklik (°C) sonuglarmin DSC karsilastiriimasi

4.2.5. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Goriintii Analizi

Bu c¢aligmada, yapisal ozellikleri gozlemlemek i¢in yiizey analizleri yapilmig ve kriyojelde

kullanilan

jelatin ve cay agaci yagiin kriyojel iizerindeki etkileri incelendi (Memic vd.,

2020). Her bir kriyojel grubunun 500 X, bar 100um ve 1000 X, bar 50 pm 6l¢eklendirme

ile goriintiileri elde edildi. PHEMA kriyojellerinin SEM goriintiileri degerlendirildiginde,

her kriyojelde beklenildigi gibi makroporlarin olustugu ve kriyojellerin basarili bir sekilde
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sentezlendigi goriilmiistiir. SEM goriintiilerine gore, TTO eklenmesiyle kriyojel makro
gozenek boyutlarinin daha homojen oldugu gozlemlenmistir. Bu homojenlik, yara
iyilestirme gibi uygulamalarda cilt iizerinde kullanimi i¢in ¢ay agaci yagmin esit bir
sekilde yayilmasina olanak tanir (Sekil 4.23). Bu ayrica, onceki yag eklenmis kriyojel
calismastyla uyumludur (Bolgen vd., 2020). SEM analizine gore, ortalama goézenek
boyutlart TTO0-GCry igin 30-140 um, TTO100-GCry i¢in 30-120 pm, TTOO0-ACry 30-
110 pum, TTO100-ACry 30-100 um ve kontrol-PHEMA i¢in 30-150 pum arasinda
degismektedir (jelatin, aljinat veya TTO yok). Ortalama gozenek boyutlarnin, jelatin
eklenmesi ile daha homojen bir etki yaratmis oldugu gorilmiis, ¢ay agaci yagmin ve
jelatinin birlikte kullanimi ile ortalama degerlere daha yakin makrog6zenek boyutlar
degerleri gozlemlenmistir. Benzer sekilde aljinathh gruplar da, kontrol-PHEMA ile
karsilagtirildiginda, daha homojendir. Cay agaci yagi eklenmis olan TTO100-ACry
kriyojelin cay agaci yagi ilavesiyle aljinata gére daha homojen makrogdzenek boyutuna

sahip oldugu gorilmektedir (Sekil 4.24).
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Sekil 4.23. PHEMA, cay agac1 yag1 icermeyen TTO 0 GCry ve ¢ay agaci yag i¢ceren TTO
100 GCry (100 pl) kriyojellerin SEM goériintiileri karsilastirmasi, a-b) TTOO
GCry (TTO igermeyen kriyojel), a. 500 X, bar 100pum, b. 1000 X, bar 50 um, c-
d) TTO100 GCry (100 ul TTO igeren kriyojel) c. 500 X, bar 100um, d. 1000 X,
bar 50 pm, e-f) Kontrol-PHEMA kriyojel (jelatin veya TTO igermeyen
kriyojel), e. 500 X, bar 100pm, f. 1000 X, bar 50 um
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Sekil 4.24.
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PHEMA, cay agac1 yag1 icermeyen TTO 0 ACry ve cay agaci yagi iceren TTO
100 ACry (100 pl) kriyojellerin SEM goériintiileri karsilastirmasi, a-b) TTOO
ACry (TTO igermeyen kriyojel), a. 500 X, bar 100um, b. 1000 X, bar 50 um, c-
d) TTO100 ACry (100 ul TTO igeren kriyojel) c. 500 X, bar 100um, d. 1000 X,
bar 50 pm, e-f) Kontrol-PHEMA kriyojel (aljinat veya TTO igermeyen
kriyojel), e. 500 X, bar 100um, f. 1000 X, bar 50 um
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Genel olarak degerlendirildiginde, gézenek boyutlarinin daha homojen ve yakin boyutlarda
olmasinin hem yara iyilesmesinde yara iizerinde esit dagilimh bir etki yaratabilecegi hem
de kan ve viicut sivisi absorbsiyonu daha verimli sekilde yapabilecegi sonucunu
doguracag1 diisliniilebilir. Ayrica, gézenek boyutlarinin homojen olmasi kriyojelin kan
absorbsiyon analizi sonuglarina da etki etmektedir. Buna gore, homojenlik arttikca, belirli
bir alana uygulanan kriyojelin kani tutma oOzelliginde daha basarili olabilecegi

beklenmektedir.

4.3. Kiimiilatif Salim Analizi
Kriyojellere yiikklenmis olan TTO’nun kiimilatif salim analizi  calismalarn
degerlendirildiginde maksimum salim oranina 24-48 h aralifinda ulasildigi sonucuna

varilabilir.

Ik degerlendirmede, UV Spektrofotometre odlgiimlerine gore belirlenen standart
konsantrasyon degerleri (1-5 pg) 267 nm’de dalga boyu Olciilen degerler ile absorbans-
konsantrasyon (pug/ml) degerini gosteren bir kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 4.25,
R*=0.9914, p <0,05).

Bu degerler esas alinarak, farkli oranlarda ¢ay agaci yagi ilave edilen her bir kriyojelin

zamana bagl kiimiilatif salim ytizde (%) oranlar1 hesaplandi (Cizelge 4.4, Sekil 4.26).

0-72 h araliginda elde edilen sonuglara gore, salim 2 sa itibariyle TTO25-GCry icin %12,
TTOS50-GCry i¢in %18, TTO100-GCry i¢in %14 olarak dl¢iildi. Saatlere gore degerlerin
TTO-GCry kriyojeller icin ortalama olarak yakin oldugu gozlemlendi. 2 sa itibariyle
TTO25-ACry i¢in TTO’nun %52’si, TTOS50-ACry i¢in %60’1, TTO100-ACry igin
%9’ unun salindig1 goriildii. Diisiik konsantrasyondan TTO igeren aljinat bazli kriyojellerin
diger gruplara gore daha hizli salim gerceklestirdigi goriildii. Genel olarak 37 °C’de
aljinatli kriyojellerin jelatinli kriyojellere gore daha hizli salim gosterdigi soylenebilir.
Aljinatin yiliksek sicaklarda jelatine oranla daha hizli ayrisma gostermesi, yapinin
stabilitesini ters orantili olarak etkilemesi ve dolayisiyla gézeneklerinde tuttugu TTO’nun

daha hizli salinmasina sebep olabilecegi yorumu yapilabilir.
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Sekil 4.25. Kriyojel standart kalibrasyon grafigi, absorbans (267 nm) ve konsantrasyon
(ng/ml) karsilagtirmasi (Phyton 3.0, p <0,05).

Genel olarak kriyojellerde, salimin maksimum orana ulastigi zaman 24-48 sa araliginda
oldu. Kriyojeller 48 sa itibariyle yapilarindaki cay agaci yaginin tamaminm saldilar. En

yiiksek TTO konsantrasyonuna sahip kriyojellerde durum degigmedi.

Daha diistik konsantrasyonda TTO iceren TTO25-GCry ve TTO25-ACry gruplari igin 8 sa
itibariyle; TTOS50-GCry ve TTOS50-ACry gruplart i¢in 12 sa itibariyle yapilarindaki
TTO’nun tamamina yakininin salindig1 goriildii. En yiiksek konsantrasyonda TTO igeren
TTO100-GCry ve TTO100-ACry gruplarinda 48 itibariyle en yliksek salima ulasildigi
goriildii. Bu nedenle, ¢calismamizda MTT analizi ve yara ¢izik testi degerlendirmeleri de

maksimum 48 sa gore gergeklestirildi.

TTO yiiklii TTO-GCry ve TTO-ACry kriyojellerde zamana bagli TTO kaybi goriildii. Bu
kaybin buharlagmadan kaynaklandig1 s6ylenebilir.
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Cizelge 4.4. Kriyojelleri Zamana Bagli Kiimiilatif Salim Yiizde (%) Karsilig1

Kiimiilatif | TTO25 | TTO50 TTO100 TTO25 | TTOS0 TTO100
Salim (%) | GCry GCry GCry ACry ACry ACry
Oh 0 0,0 0,0 0 0 0
2h 12 18 14 52 60 9
4h 91 18 21 82 88 15
8h 96 58 28 100 90 34
12h 100 73 47 96 92 35
24h 100 100 54 96 94 85
48h 96 98 70 91 96 84
72h 78 91 70 87 94 74
25gel —— 50gel == 100gel 25alg fe= 50alg —@— 100alg
100.0 ﬁ(v ;’] = =
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’ / / S —
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Sekil 4.26. Kriyojellerin zamana bagli kiimiilatif salim orani (%)

4.3.1. Kiimiilatif Salim Kinetik Modellerinin Uygulanmasi

Kriyojellerin zamana bagh kiimiilatif salim oranlarinin degerlendirmesi kinetik salim
modelleri parametreleri ile degerlendirildi (Cizelge 4.5). Jelatinli kriyojel gruplar
degerledirildiginde, TTO25-GCry kriyojel igin R* degerleri, Zero-order modeli i¢in 0,32,
First-order model i¢in 0,44, Higuchi modeli i¢in 0,56, Korsmeyer-Peppas modeli i¢in 0,67
idi. TTO50-GCry kriyojel i¢in R* degerleri, Zero-order modeli i¢in 0,70, First-order model
icin 0,83, Higuchi modeli i¢in 0,88, Korsmeyer-Peppas modeli i¢in 0,93 idi. TTO100-
GCry kriyojel i¢in R* degerleri, Zero-order modeli i¢in 0,83, First-order model igin 0,93,
Higuchi modeli i¢in 0,97, Korsmeyer-Peppas modeli i¢in 0,98 idi.



Aljinath kriyojel gruplari degerlendirildiginde, TTO25-ACry kriyojel i¢in R* degerleri,
Zero-order modeli i¢in 0,31, First-order model i¢in 0,43, Higuchi modeli i¢in 0,60,
Korsmeyer-Peppas modeli i¢in 0,68 idi.

TTO50-ACry kriyojel i¢in R* degerleri, Zero-order modeli i¢in 0,28, First-order model igin
0,56, Higuchi modeli i¢in 0,56, Korsmeyer-Peppas modeli i¢in 0,62 idi. Son olarak
TTO100-ACry kriyojel igin R* degerleri, Zero-order modeli igin 0,82, First-order model
icin 0,83, Higuchi modeli i¢in 0,91, Korsmeyer-Peppas modeli i¢in 0,91 idi.

Gruplar degerlendirildiginde, modellerin genelinde yiiklenen TTO miktar1 arttikga R?
degerinin arttign goriildii. En yiiksek R* degerinin TTO100-GCry ve TTO100-ACry
gruplarinda oldugu goriildii. Cay agaci yagi miktarinin zamana bagli salimimin daha dogru
sonuglar vermesinin sebebi, salimin bu gruplarda daha uzun siirede gerceklesmesine
baglandi. Tiim gruplar i¢in en uygun modelin Korsmeyer-Peppas modeli oldugu goriildii.
Kormeyer-Peppas modeli s6z konusu oldugunda en yiiksek R2 degerlerine sahip olan
TTO100-GCry ve TTO-100ACry’ bakabiliriz. Korsmeyer-Peppas modeli s6z konusu
oldugundan n degeri de 6nem tagimaktadir.

n..n

Korsmeyer-Peppas modelinde "n" degeri, ila¢ saliminin mekanizmasin1i ve polimer
matrisin davranigini ifade eden onemli bir parametredir. Salian ilacin serbestlesme
mekanizmasini1 tanimlamaktadir. "n" degeri 0,5'e yaklastik¢a, ila¢ salimi Fick diflizyonu
gibi ylizey kontrollii bir mekanizma ile gergeklesir. Bu durumda, ilag molekiilleri matrisin
yiizeyinden serbestlesir ve salim hizi zamanla azalir. Fick diflizyonu, ilacin polimer
matrisinden ¢oziinerek veya difiizyonla gegerek salinmasini ifade eder. Bu durumda, ilag

molekiilleri matris i¢indeki bosluklardan gegerken bir difiizyon direnciyle karsilasir.

"n" degeri 1'e yaklastikga, ilag salim1 Fick difiizyonunun yani sira diger mekanizmalarla da
etkilesime girebilir. Bu durum "non-Fick difiizyonu" olarak adlandirilir ve genellikle
karmasik serbestlesme mekanizmalarini ifade eder. Bu mekanizmalar arasinda ¢oziinme,

polimerin bozunmas gibi faktorler yer alabilir (Ahmed ve ark., 2019; Ge ve ark., 2019).

TTO100-GCry igin “n” degeri 0,3952°dir (Cizelge 4.5). “n” degerinin 0,5’ten az olmasi
Fick difiizyon kurallaria gore degerlendirilebilecegini gostermektedir. TTO100-ACry igin
“n “degeri 0,5287 oldugundan non-Fick difiizyon kurallarina gore degerlendirilebilecegi
ongoriilebilir. Bu durumda aljinat bazli kriyojel i¢in ila¢ saliminin kismen polimer
malzemenin ¢Oziinme hizindan etkilenebilecegi yorumu yapilabilir. Sonuglar, daha once

yapilan ¢aligmalarla uyumludur (Ge ve ark, 2019).
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Cizelge 4.5. Kiimiilatif salim kinetik modelleri kriyojel sonuglari

Salm  Modeli  ve | TTO25-GCry TTOS0-GCry TTO100-GCry
parametreleri
Zero-order | Denklem | y=1,481x+50,507 y=2,0164x+24,314 | y=1,3138x+15,106
modeli

R* 0,32 0,70 0,83

K.(sa") | 1.481 2,0164 1,3138

Qo (%) 50,507 24,314 15,106
First-order | Denklem | y=-0,0224x+1,169 | y=-0,0476x +1,935 | y=-0,0103x
modeli +1,9735

R? 0,44 0,83 0,93

Ki(sa™) 0,0516 0,1096 0,0237

Qo (%) 50,507 24,314 15,106
Higuchi Denklem | y=14,63x+26,25 y= y=10,514x+1,155
modeli 16,718x+1,1142

R* 0,56 0,88 0,97

Ku(sa™?) | 14,63 16,718 10,514
Korsmeyer- | Denklem | y=0,5348x+0,2267 | y= 0,6106x- | y=0,3953x-0,005
Peppas 0,01091
modeli R? 0,67 0,93 0,98

K. (sa’) | - - -

n 0,5348 0,6106 0,3953
Salim Modeli ve | TTO25-ACry TTO50-ACry TTO100-ACry
parametreleri
Zero-order | Denklem | y=1,241x+58,94 y=1,08x+58,952 y=0,01845x+0,1184
modeli R* 0,31 0,28 0,82

Ko (sa™) 1,241 1,08 1,8453

Qo (%) | 58,94 58,952 11,838
First-order | Denklem | y=-0,0349x+1,1932 =- y=-
modeli 0,0213x+1,4491 0,0193x+1,9663

R? 0,43 0,56 0,83

K, (dk™") 0,0804 0,4905 0,0444

Qo (%) | 58,94 58,952 11,838
Higuchi Denklem | 12,81x+36,92 y=11,296x+39,321 | y=14,361x-6,5065
modeli R? 0,60 0,56 0,91

Ku k™) | 12,81 11,296 14,361
Korsmeyer- | Denklem | y=0,4552x+0,3487 | y=0,3987x y=0,5287x-0,0799
Peppas +0,379
modeli R? 0,68 0,62 0,91

K (dk) - - -

n 0,4552 0,3987 0,5287

4.4. In vitro Degradasyon Analizi
Kriyojel gruplarinin in vitro degradasyon analizleri i¢in, 18 mm c¢apinda kesitler alinan
kriyojel orneklerinin 1, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde kuru agirliklar1 alindi. Bunun i¢in

ornekler falkon tiiplerdeki 10 ml PBS soliisyonlar 150 rpm ile 37 °C’deki inkiibasyon
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cihazindan alindiktan sonra kriyojeller bu soliisyondan ¢ikarildi ve yine 37 °C’de tamamen
kuruyana kadar bekletildi. Kurutulduktan sonra alinan agirliklarin baslangi¢ agirliklar ile
agirhk farki hesaplandi ve ylizde degradasyon degerleri belirlendi (Cizelge 4.6).
Degerlendirmelere gore, PHEMA kriyojel 7.giin %2,2, 14.glin %2,2, 21. giin %3.4 ve
28.giin %9,1 agirlik kaybetti. TTOO-GCry kriyojelin 7.glin %1,1, 14.giin %2,2, 21.giin
%7,6 ve 28.giin %13,0 agirlik kaybettigi goriildii. TTO25-GCry kriyojel 7.giin %4,8,
14.giin %19,2, 21.glin %19,2 ve 28.glin %19,2 agirhik kaybetti. 14.glinden itibaren
herhangi bir agirlik kaybi olmadi. TTOS50-GCry kriyojel 7.glin %8,9, 14.glin %20,8,
21.glin %25,7, 28.giin %25,7 agirlik kaybina sahip oldu. 21.giin itibariyle herhangi bir
agirlik kayb1 olmadi. TTO100-GCry kriyojel 7.glin %7,1, 14.giin %16,7, 21.giin %16,7,
28.giin %16,7 agirlik kaybina sahip oldu. 14.giin itibariyle herhangi bir agirlik kaybi

olmadi.

TTOO-ACry kriyojel i¢in 7. glin %3,3, 14.giin %7,8, 21. giin %27,8, 28.glin %33,3 agirlik
kayb1 oldu. TTO25-ACry kriyojel icin 7. giin %9,5, 14. giin %21,1, 21. giin %21,1, 28.giin
%?21,1 agirlik kayb1 oldu. 14.giin itibariyle herhangi bir agirlik kaybi goriilmedi. TTO50-
ACry kriyojelde 7. Giin %5,1, 14.glin %12,8, 21.giin %18,8 ve 28. giin %18,8 agirlik kayb1
olmustur. Bu kriyojel i¢in 21. giinden itibaren agirlik kaybi goriilmedi. Son olarak
TTO100-ACry kriyojelde 7.glin %7,1, 14.glin %16,7, 21.glin %16,7 ve 28.gin %16,7
agirlik kayb1 olmustur. Kriyojelde 14.giin itibariyle agirlik kayb1 olmamustir.

Tiim kriyojellere bakildiginda 7.giin i¢in en fazla agirlik kayb1 TTO25-ACry kriyojelde, en
az agirhik kaybi TTOO-ACry kriyojelde gerceklesti. Genel olarak en az agirlik kaybi
PHEMA kriyojelde gergeklesti. Diger kriyojellerde ortalama %20 agirhik kaybi
gerceklesirken, PHEMA kriyojelde bu agirhik kaybi %9,1 idi. Bunun nedeninin,
biyobozunur malzemeler olan jelatin, aljinat ve ¢ay agac1 yagindan kaynaklanan kayiplar
oldugu diisiiniilebilir. Bununla baglantili olarak, 14. giin itibariyle ¢ay agaci yag ilavesi
olan kriyojellerde konsantrasyon ile dogrusal olmasa da hizli bir agirlik kaybi goriildii.
Bunun nedeni ¢ay agaci yagiin kriyojel yapisina eklenmesinin bozunma hizini etkiledigi
ve bu etkinin kriyojelin hidrolitik bozunmasini arttirabilecegi bunun da yagin hidrofobik
dogasindan kaynaklanabildigi diisliniilebilir. Daha yiiksek bozunabilirlik, yagin polimer
zincir-zincir etkilesimi ile interferansinin sonucu olabilir. Cay agact yaginin varliinin,
polimer molekiillerinin etkilesimini zayiflatabildigi ve bunun da daha yiiksek bir bozunma

hizina yol agabildigi yorumu yapilabilir (Hosseini ve ark. 2015; Bolgen ve ark.,2020). Xu
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ve ark.(2018) tarafindan yapilan c¢alismaya gore, hizli degradasyon, yara iyilesmesi

iizerinde olumlu etkiye sahip olabilir.

Jelatin-PHEMA ile sentezlenen bir kriyojelin degradasyon analizinin yapildigi bir
caligmada, toplam PHEMA-jelatin konsantrasyonun % 4(v/v) oldugu belirtilmis ve PBS
icinde farkli zaman araliklarinda agirlik kaybi hesaplanmistir (Tabatabae ve ark., 2022).
Caligmaya gore, 4. haftanin sonunda jelatin-PHEMA kriyojel agirliginin yaklasik %60’ mn1
kaybetmistir. Calismamizda kullanillan PHEMA-jelatin  konsantrasyonu tiim polimer
hacminin yaklagik %0,4 (v/v) ’linli olusturmaktadir. Calismada yiiksek oranda kayip
olmasi jelatinin daha yiiksek miktarda kullanilmis olmasindan kaynaklaniyor olabilir.
Bolgen ve ark. (2020) tarafindan yapilan calismada, H. perforatum yiikli ve benzer
ozelliklerde sentezlenen kriyojelin degredasyon analiz sonuglar1 ¢alismamiz ile oldukga

uyumludur. 28 giin sonunda agirlik kayiplar1 ortalama %15-30 araliginda gerceklesmistir.

Aljinat ve jelatinin biyobozunur 6zelliklerinin yapiya etkisi, literatiir ile uyumludur (Sun ve

Tan, 2013).

Cizelge 4.6. Kriyojellerin zamana bagli in vitro degradasyon analizi sonuglar, 1,7, 14, 21,

28. gilin agirliklar (g), 1, 7, 14, 21, 28 giin toplam agirlik kayiplar1 (%)

Kuru 1.GUN 7.GUN 14.GUN 21.GUN 28. GUN
Agirhiklar (g)

PHEMA 0.088 0.087 0.087 0.085 0.080
TTOO0 GCry 0.092 0.091 0.090 0.085 0.080
TTO25GCry | 0.104 0.099 0.084 0.084 0.084
TTO50 GCry | 0.101 0.092 0.080 0.075 0.075
TTO100 GCry | 0.084 0.078 0.070 0.070 0.070
TTOO ACry 0.090 0.087 0.083 0.065 0.060
TTO25 A Cry | 0.095 0.086 0.075 0.075 0.075
TTO50 ACry | 0.117 0.111 0.102 0.095 0.095
TTO100 ACry | 0.084 0.078 0.070 0.070 0.070
Toplam 1.GUN 7.GUN 14.GUN 21.GUN 28.GUN
Agirhk kaybi

(%)

PHEMA 0 2.2 2.2 3.4 9,1
TTOO0 GCry 0 1.1 2.2 7.6 13,0
TTO25GCry | 0 4.8 19.2 19.2 19.2
TTO50 GCry | 0 8.9 20.8 25.7 25.7
TTO100 GCry |0 7.1 16.7 16.7 16,7
TTOO0 ACry 0 3.3 7.8 27.8 33,3
TOO25 ACry |0 9.5 21.1 21.1 21.1
TTO50 ACry | 0 5.1 12.8 18.8 18.8
TTO100 ACry |0 7.1 16.7 16.7 16.7
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4.5. Antibakteriyel Calismalarinin Degerlendirilmesi

Antibakteriyel ¢alismalarda, seri seyreltme ile besiyerine ekimi ile elde edilen sonuca gore
tim gruplarin sonuglart gozlendi. Cay agaci yagmin her iki bakteri grubuna dogrudan
ekildigi durumda herhangi bir koloni olusumu goriilmedi (Sekil 4.27). Plak besiyerine,
kriyojel 6rneginde bulunan TTO miktar1 kadar ekim yapildi ((5ul/900pul).

Sekil 4.27. Seri seyreltme metodu ile elde edilen bakteri (E.coli-EC ve S. aureus-SA)
igeren agar plak orneklerinde (10°) ¢ay agaci yaginin (TTO) kontrol grubuna
kiyasla antibakteriyel etkisi (5ul/900pul)

Kriyojel gruplart numunelerinin agar plak sonuglar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda,
TTO miktar arttik¢a koloni sayisinda azalma gozlendi. TTO’nun kriyojel ile uygulanmasi
daha kontrollii bir salim etkisi yaratacagindan, %100 antibakteriyel etkinlik saglamayacagi
beklenen bir durum olarak goriildii (Sekil 4.28).

93



I

Sekil 4.28. Seri seyreltme metodu ile elde edilen bakteri gruplari(E.coli ve S.aureus) ve

kriyojel gruplar1 koloni olusumu, agar plak drnekleri

Tiim gruplardaki sayimlar tamamlandiktan sonra, 620 nm’deki absorbans degerleri ve
hesaplanan koloni sayilar1 arasindaki korelasyon matrisi sonucuna gore, iki 6l¢iim degeri
arasinda 0.99-1 arasinda degisen yiiksek dogrusal pozitif iligski oldugu goriildi. (Sekil 4.29-
30, Python 3.0, p < 0.05). Bu verilere gore tim TTO-GCry ve TTO-ACry gruplarinin
E.coli ve S. aureus lizerindeki antibakteriyel etkisi (%), Cizelge 4.7°da gosterilmistir. En
diisiik antibakteriyel etkinlik ¢ay agaci yagi eklenmemis kriyojellerde goriilmekteyken
(TTOO GCry-Ec ve TTOO GCry-Sa) en yliksek antibakteriyel etkinlik 100 pl cay agact
yagi ilave edilmis kriyojellerde goriilmiistir. TTO100 GCry’in E.coli iizerinde %50,

S.aureus lizerinde %72 antibakteriyel etkinlige sahip oldugu goriilmustiir.
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Grup Ad &20nm Kodoni Sayma {1012 cfudmil) Grup Ad S20nm Koboni Saywma {1012 cfudmil)

OTTO-gel EC 0138 4050 OTTO-ged 5A 0.139 3500
25TTO- gel EC o128 M50 25TTO-ged SA 0102 J480
FOTTO-gel EC 003 2900  SOTTO-ged SA 0082 189.0
100TTO-gel EC 0.029 2600  100TTO-ged SA 0oTs 15000
TTOEC 0.020 0o TTO SA 0.5 00
Control EC 0172 Mo Contral SA RN 540.0
000
: £
E E 0994
E- E 099
1 3
o B
a =]
[=] [=] 0994
e e
= = o992
.I"' -ﬂ
5 & '
[5] 6 i n & =]
x ez Katoni Sayim (1012 cfu/ml) - £20nm Koloni Saymma (1010 cfu/ml)

Sekil 4.29. TTO-GCry gruplar1 EC(E.coli) ve SA(S.aureus) koloni sayimi (10" cfu/ml) ve

620 nm absorbans degerleri arasindaki korelasyon iliskisi

Benzer sekilde TTO100-ACry’i E.coli iizerinde %63, S.aureus iizerinde %92
antibakteriyel etkinlige sahip oldugu goriilmiistiir. Cay agact yaginin miktar1 arttikga

antibakteriyel etkinligin arttig1 gézlenmistir.

Cizelge 4.7. Tim gruplarinin E .coli ve S. aureus suslar1 lizerindeki antibakteriyel

etkinligi(%)
Antibakteriyel | TTOO | TTOO | TTO25 | TTO25 | TTO50 | TTO50 | TTO100 | TTO100 | TTO
etkinlik % GCry | ACry | GCry ACry GCry ACry GCry ACry
E.coli 21 28 29 38 43 51 50 63 100
S. aureus 28 15 54 67 65 85 72 92 100
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Grup Ad S20nm Koloni Sayima (1012 cfusmil) Grup Ad S20nm Koboni Saymma {1012 cfudmil)

TTO EC 0.020 0.0 TTO SA 0.015 00
Control EC 0172 511.0 Control SA 0.171 5400
OTTO-alg EC 0.117 366.0 OTTO-alg SA 0.155 4800
25TTO-alg EC 0.096 3150  25TTO-alg SA 0.095 1820
S0TTO-alg EC 0.080 2500 S50TTO-alg SA 0.074 83.0
100TTO-aig EC 0.069 1900 100TTO-alg SA 0.045 450
- 1000
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€K1l 4.50. ruplari .coli) ve .aureus oloni sayimi cru/ml) ve
Sekil 4.30. TTO ACry gruplart EC(E.coli) ve SA(S. ) koloni saytmi (10" cfu/ml)

620 nm absorbans degerleri arasindaki korelasyon iligkisi

Tiim gruplar kiyaslandiginda en yiiksek antibakteriyel etkinligin TTO100-ACry grubunun

S.aureus lizerinde gostermis oldugu %92 antibakteriyel etki oldugu sdylenebilir.

Daha once yapilan bir ¢alismada, TTO'nun MIC degerleri Broth mikrodiliisyon yontemiyle
hesaplanmis olup E. coli i¢in %0.25 (v/v) ve S. aureus i¢in %0.5 (v/v) olarak bulunmustur
(D'Arrigo ve ark., 2010). Calismamizda ise pozitif kontrol olarak kullandigimiz agar plak
kiiltivasyonunda TTO kontrol grubunun % 0.5 (v/v) degeri ile her iki bakteri grubu i¢in de
%100 antibakteriyel etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Sentezledigimiz kriyojel
icerisine 100 pl tlizerinde TTO ekledigimizde maksimum TTO antibakteriyel aktivitesi
%0.13 (v/v) ile degerlendirilmistir. Daha yiiksek TTO ilavesinde jel yapist stabilitesini

kaybettiginden maksimum antibakteriyel aktivite bu deger iizerinden belirlenmistir.

Cay agaci yaginin antibakteriyel etkinligi daha 6nce yapilan caligsmalarda gosterilmistir.
Diisiik konsantrasyonlarda bile genis bir mikroorganizma grubu flizerinde etkili oldugu
sOylenebilir (Oliva ve ark., 2003; Lee ve ark., 2013b). Cay agaci yaginin antibakteriyel
etkinligi 6zellikle nispeten zor tedavi edilen S. aureus lizerinde goriilmektedir (Halcon ve

Milkus, 2004).
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Yaklasik olarak insan normal florasinin %30'unda bulunabilen ve direngli bir patojen
olabilen S. aureus, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarinin 6nde gelen nedeni olarak kabul
edilir (de Barros ve ark., 2021). Bir calismada, S. aureus 'un zorlu deri ve doku
enfeksiyonlarma neden olabilme yeteneginin oldugu ve cay agaci yagmnin bdyle cilt
yaralanmalarinda olusabilecek enfeksiyonlar1 tedavi edebilecegi gosterilmistir (Halcon ve
Milkus, 2004). Bu nedenle, cay agaci yagi katkili olarak gelistirilen kriyojelin, S. aureus
iizerinde daha giicli bir inhibe edici etkiye sahip olabilecegi diisiiniilmektedir
Calismamizda da tiim gruplarda E. coli ile kiyaslandiginda S. aureus iizerinde

antibakteriyel etkinlik daha yiiksektir (Cizelge 4.7).

TTO’nun ana metaboliti olan terpinen-4-ol, metisilin direngli S. aureus (MRSA) ve
koagiilaz negatif stafilokoklara (CoNS) kars1 giiclii bir etkiye sahip bir bilesendir. Bir
arastirmaya gore, %10 konsantrasyonda kullanilan ¢ay agaci yaginin S. aureus bakterisine
karsi topikal mupirosinle benzer etkiler gosterdigini ortaya koymustur. Bu
konsantrasyonda direng tespit edilmemistir, ancak daha diisiik konsantrasyonlarda direng
gelisebilir (Thompson ve ark., 2008). Ayrica, %5 TTO ile yapilan yikama, MRSA'nin
ciltten uzaklastirilmasinda etkilidir. Cay agaci1 yagi iceren bir sisteme ¢oziliniir bir katki
maddesi eklenmesi, cay agaci yaginin bakteriostatik aktivitesini dnemli dl¢tide artirir. %0,5
cay agaci yagi, %5 c¢oziiniirlestirici ve %0,3 sentetik koruyucu kombinasyonu, yumusak
viicut balminin mikrobiyolojik stabilitesini Amerikan Avrupa Farmakopesi (AEP)
kriterlerine uygun hale getirir (Soukoulis ve Hirsch, 2004; Pazyar ve ark., 2013). Bu
caligmalar, calismamizdaki S. aureus lizerindeki yiiksek antibakteriyel etkinlik bagta olmak

iizere E. coli lizerindeki antibakteriyle etkinlik ile de uyum gostermektedir.

4.6. In vitro Hiicre Kiiltiirii Calismalari

4.6.1. MTT Hiicre Testi Degerlendirmesi

MTT analizinde, MTT reaktifinin indirgenmesiyle canli hiicrelerin mitokondrilerinde
bulunan mitokondrial dehidrogenaz enziminin mor renkli formazan kristalleri olugturmasi
esastir. Canli hiicreler mitokondriyel aktivite gostereceginden formazan kristallerinin
miktarmin hiicre sayisiyla dogru orant1 gostermesi beklenmektedir. Bu test ile sentezlenen
farkli 6zellikteki kriyojellerin hiicre canliligina olan etkisine ve bu kriyojellerin yara

iyilesmesinde kullanilabilirliklerine bakilmistir (Ghasemi ve ark. 2021).
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MTT Genel Analizi
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Sekil 4.31. MTT Genel Analizi 3B tim kriyojel gruplart ve 2B saf ¢ay agaci yag ile

HaCaT hiicre hatt1 kontrol grubu i¢in % hiicre canlilig1 karsilastirmasi

Genel degerlendirme 3B kriyojel iizerine yapilan ekim ve geleneksel 2B hiicre kiiltiirti
plakalariiizerine dogrudan ekilen HaCaT hiicreleri ve saf ¢ay agact yagmin yiizde (%)
hiicre canlilig1 sonuglarini icermektedir (Sekil 4.31). Iki boyutlu ekim yapilan hiicreler ve
saf cay agaci karsilastirlldiginda, cay agaci yaginin 24 sa i¢in hiicre canliligma etkisi
%99,5 iken bu oran 48 sa icin %96,4’e diismiistiir. Daha 6nce yapilan c¢alismalara
bakildiginda, saf ¢ay agaci yaginin dogrudan uygulamada hiicre canliligin1 belirli oranda
azaltacagi bilinmektedir. Yiksek konsantrasyonlarda az miktarda da olsa sitotoksik etkisi
oldugu goriilmiistiir (Hayes ve ark., 1997). Yapilan caligmalar toksik etkiye en dayanikli
hiicrelerin epitel hiicreleri oldugunu dogrulamaktadir. Bu nedenle topikal uygulamalarda
kullanim1 desteklenmektedir (Soderberg ve ark., 1996; Halcon ve Milkus, 2004).
Caligmamizda kullanilan maksimum konsantrasyonda bile toksik bir etkiye

rastlanmamaistir.

MTT analiz sonuglar1 degerlendirmesinde, student t-testi ile elde edilen ciftli karsilastirma
verilerine gore, kontrol grubuyla karsilagtirildiginda, %95 giliven diizeyinde 24 sa igin
anlamli veriler "x" ve 48 sa i¢in anlamli veriler "y" olarak ifade edildi (p<0.05) (Cizelge
4.7, Sekil 4.32). Bu sonuglara gore, hiicre canliliginin kontrol grubuna goére 24 ve 48 sa
icin arttig1  gozlemlendi. TTO-GCry kriyojeller icin 24 ve 48 sa sonuglar
karsilagtirildiginda, TTOO-GCry kriyojel'in  hiicre canlilifi yiizdesinin %146,2'dan
%151,4'e ve TTO100-GCry kriyojel'in hiicre canlilig1 yiizdesinin %112,5'den %116,6'ya
yukseldigi goriildii. TTO25 ve TTO50-GCry kriyojellerinde hiicre canlilig1 48 sa siiresince
hafif¢ce azaldiysa da, her ikisinin de kontrol grubundan daha yiiksek canliliga sahip
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olduklart gézlendi (24 sa ve 48 sa i¢in sirasiyla, TTO25-GCry %144,4 ve %115,5; TTO50
GCry %117,8 ve %113,4).

Cizelge 4.8. Kriyojel Gruplar1 24 sa ve 48 sa i¢in Hiicre Canlilig1 Yiizde Degerleri (%)

Kriyojel adx 24 sa, % Canhhk 48 sa, % Canhhk

100,0 100,0

146,2 151,4
144,4 115,5
117.,8 113,4
112,5 116,6
89,6 100,2
97,8 88,1

100,8 97,4

100,0 106,9

& & & & &
£ & ‘\49 &
Kontrol Grubu ve Kriyvojel Gruplan

Sekil 4.32. MTT testi sonuglarina gore 24 ve 48 sa i¢in jelatin veya TTO igermeyen
PHEMA kriyojel kontrol grubu ile TTO GCry kriyojellerinin hiicre canlili1
karsilagtirmasi (%, sirasiyla kontrol, 0, 25, 50, 100 pl iceren kriyojeller, %95
giiven diizeyinde p<0,05 degerinde, 24 sa "x" ve 48 sa "y" olarak anlaml1 kabul
edilmistir)
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TTO-ACry kriyojeller icin 24 ve 48 sa sonucglar1 karsilastirildiginda, TTOO-ACry
kriyojelin hiicre canlilig1 yiizdesinin 24 sa i¢in % 89,6'dan 48 sa icin % 100,2'e yiikselme
egilimi gosterdi (Cizelge 4.8, Sekil 4.33). TTO25-ACry %97,8’den % 88,1°e diismiis,
TTOS50 i¢in %100,8’den %97,4’e diisiis gozlendi. TTO100 ACry kriyojelin hiicre canlilig
yiizdesinin %100,0'den %106,9'a yiikseldigi goriildii.

[ T
] T
48 =2 ) | }r

Hisers Canhilsis %
8

& 15'“ & & &
& & & 4\0‘@
Kontrol Grubu ve Krivojel Gruplan

Sekil 4.33. MTT testi sonuglarina gore 24 ve 48 sa icin jelatin veya TTO igermeyen
PHEMA kriyojel kontrol grubu ile TTO ACry kriyojellerinin hiicre canlilig1
kargilastirmasi (%, sirasiyla kontrol, 0, 25, 50, 100 pl i¢eren kriyojeller, %95
giiven diizeyinde p<0,05 degerinde, 24 sa "x" ve 48 sa "y" olarak anlaml1 kabul
edilmistir)

Bu sonuclara gore, 24 sa ve 48 sa i¢in tim kriyojellerin biyouyumlu oldugu, hiicre

toksisitesine neden olmadig1 sdylenebilir.

Jelatinli gruplarin ilk 24 sa i¢in daha yiiksek biyouyumluluk gosterdigi ve hiicre sayisi
artigini tegvik ettigi sdylenebilir. Bu yliksek hiicre artigindan sonra 48 sa degerleri 24 sa ile
kiyaslandiginda diislis gostermisken, aljinatli gruplarda hiicre artis1 jelatinli gruplar kadar

yliksek olmasa da, 48 sa sonrasi artma egilimi gostermektedir.
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48 sa sonuglarina gore kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TTO100-GCry kriyojeldeki
canlilik diizeyinin %112,5’den %116,6’ya, ACry kriyojeldeki canlilik diizeyinin %100,0
den 9%106,9’a yiikseldigi goriildii. Her iki grupta da kontrol grubuna gore hiicre

canliliginda artis oldugu goriildi.

Bu durumda cay agaci yaginin, jelatinin, jelatin-¢ay agaci yagi birlesiminin, aljinat-cay
agact yagi birlesiminin keratinosit hiicre canliligini tesvik ettigi sdylenebilir. Cay agaci

yaginin aljinat ile birlikte daha yiiksek etkiye sahip oldugu yorumu yapilabilir.

4.6.2. In vitro Cizik Testi Degerlendirmesi

Kriyojellerin yara iyilestirici etkisini degerlendirebilmek i¢in uygulanan in vitro ¢izik testi
sonuglar1 degerlendirildi. Bu ¢alismada ara gruplar c¢ikartildi (TTO25, TTO50 GCry ve
ACry kriyojeller). TTO0, TTO100 GCry ve ACry kriyojeller ve PHEMA kriyojel ile
calisildi. Sekil 4.35’te belirtilen ¢izik modellerinin her biri kendi grubu iginde

degerlendirilmistir.

Hiicrelerin adherent olup uygulamaya hazir hale geldiklerindeki basglangi¢ degerine gore
(0.sa) kapanma oranlar1 kiyaslandiginda, PHEMA kriyojel i¢in yara kapanmasi 24. sa igin
%20,4 iken 48. sa i¢in % 31,5 oldugu goriildii. TTO0-GCry kriyojel 24. sa igin % 45,7, 48.
sa i¢in %77,1 yara kapanmasi gosterdi. TTO100-GCry i¢in 24. sa siiresince %28,0

kapanma gdsterirken, 48. sa siiresince %8,0 kapanma gosterdi.

TTOO0-ACry icin yara kapanmasi 24.sa %7,4 iken 48. sa %29,6 oldu. TTO100-ACry i¢in
yara kapanmasi 24. sa %3,9°dan, 48. sa %51,9’a yiikseldigi goriildi (Sekil 4.34-35).
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Sekil 4.34. Kriyojel gruplar1 ve kontrol grubu i¢in inkiibasyon siirelerine gore (24 sa ve 48

sa) Yara kapanma yiizdesi (%) karsilagtirmasi

Sonug olarak gruplar 48 sa sonu Ol¢limlerine gore ¢izik testi ve MTT analizi sonuglar
birlikte degerlendirildiginde, PHEMA kriyojelde yara kapanmasinin yaklasik %10 oldugu
goriildii. MTT analizinde PHEMA diger kriyojeller i¢in kontrol grubu olarak kabul edildigi
icin ylizde canlilik degeri %100 idi. TTOO0-ACry i¢in canliligin %100’{in iizerinde oldugu
(%11 artig), yara kapanmasinin da %22 artis gosterdigi goriildi. TTO100-ACry igin
canliligin %100’{n iizerinde oldugu (%7 artis) ve yara kapanmanin %48 artis gosterdigi
goriildii. TTOO-GCry i¢in canliligin %100°tin {izerinde oldugu (%5), yara kapanmanin
%32 oldugu goriildii. TTO100-GCry igin canliligin %100’iin iizerinde oldugu (%5 artis),
yara kapanmanin %20 oraninda azaldig1 goriildii. Kriyojelsiz kontrol grubuna bakildiginda

ise 48 sa icin yara kapanmasinin % 13 azaldig1 goriildii.

Buna gore tiim degerler incelendiginde, kriyojelli gruplarin tiimiiniin kontrol grubuna gore
yara kapanmasini olumlu yonde etkiledigi goriildii (Sekil 4.33). 24 sa-48 sa siiresince en
yiiksek artig oraninin TTO100-ACry ‘da oldugu goriildi. Bunu TTOO-GCry takip etti
(Cizelge 4.9).

Jelatin varliginin akut yaralanmalarda hiicre yenilenmesini olumlu etkiledigi bilinmektedir
(Mohammadinejad ve ark.,2019; Yildinm ve Kiiciik, 2020). Benzer sekilde cay agaci
yaginin antibakteriyel etkinligi ile yarada meydana gelebilecek enfeksiyonu oOnleme

ozelligi ile yara iyilesmesi iizerinde olumlu etkisi oldugu bilinmektedir (Pazyar ve ark.,
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2013). Aljinatin yara iyilesmesinde kullanimi ise tiimdr nekroz faktorii (TNF-a) tiretimi ile
yara makrofajlarini aktive etmesi ile olmustur. Makrofajlarin 24-48 sa sonra yarada aktif
oldugu bilinmektedir. Bu sayede yara iyilesmesini hizlandirarark enflamatuar sinyalleri
baslattig1 ifade edilmistir (Thomas ve ark., 2000). Bu nedenle TTO100-ACry’dan 48. sa

icin en yiiksek yara iyilesmesi beklenmektedir.

Benzer sekilde TTO100-GCry grubundan da yiiksek yara kapanma beklenmekteyken,
canlilikta 48 sa sonunda % 4 artis olmasina ragmen, yara iyilesmede %20 gerileme
olmustur. Bu durumun cesitli sebepleri olabilir. Jelatin ve ¢ay agaci yag arasinda meydana
gelen etkilesim jelatinin yap1 6zelliklerini degistirmis ve yara iyilesmesini olumsuz yonde
etkilemis olabilir. Ilave edilen ¢ay agaci yaginin bu etkilesimi keratinosit hiicrelerinin
migrasyonunu engellemis olabilir. Ayni1 durum aljinath grupta goriilmedigi i¢in jelatin-
TTO etkilesiminden kaynaklanan bir durum s6z konusu olabilir. Literatiirde, TTO ve

jelatinin olumsuz etkilesimi ile ilgili herhangi bir kaynaga rastlanilmamustir.

Cizelge 4.9. Kriyojellerin 24-48 sa aralig1 i¢in canlilik ve yara kapanma degisim degerleri

(%)
PHEMA Canlilik %100, yara kapanma %10 artis
TTOO0-GCry Canlilik %100 iizerinde (%5 artis), yara kapanma %32 artis

TTO100-GCry Canlilik %100 iizerinde (%4 artig), yara kapanma %20 diisiis

TTO0-ACry Canlilik %100 iizerinde (%11 artig), yara kapanma % 22 artig

TTO100-ACry Canlilik %100 iizerinde (%7 artig), yara kapanma %48 artis

Kontrol(kriyojelsiz) | Yara kapanma %13 azalma
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Sekil 4.35. Kriyojel gruplar1 ve kontrol grubu yara (¢izik) modelleri 151k mikroskobunda,

baslangig, 24, 48 sa i¢in HaCaT hiicreleri yara kapanma gortintiisii

4.7. Hemostatik Aktivite ve Kan Absorbsiyon Deneyleri Degerlendirmesi

Kriyojellerin ve hemostatik jelatin bazli ticari iriiniin kan absorbsiyon analizi
degerlendirmesinde tiim numunelerin UV-spektrofotometrede optik dansite (OD, 540 nm)
degerleri ve standart deger belirlendi ve absorbans ylizdeleri (%) degerleri karsilastirildi.
Farkli zaman araliklarinda kriyojel modelleri ve ticari {riiniin kani tutabilme kapasitesi

degerlendirildi (Cizelge 4.10).
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Caligmada kontrol amaciyla kullanilan jelatin temelli ticari iiriin, piyasada Kanama
Durdurucu Siinger (spongostan) olarak yer almaktadir. Hemostatik etkiye sahip ve steril

oldugu, yeniden emilebilir bir jelatin siinger 6zelliginde oldugu belirtilmistir.

Buna gore, PHEMA kriyojel icin kan absorbsiyon degerleri 1. dk i¢in % 90,56, 15. dk i¢in
%83,61, 30. dk i¢in %78,06, 45. dk i¢in %73,82 olarak belirlendi.

TTOO0-GCry kriyojel i¢in kan absorbsiyon degerleri 1. dk i¢in %96,52, 15.dk i¢in %88,47,
30. dk i¢in %81,53, 45. dk i¢in %79,79 oldu. TTO100-GCry i¢in 1.dk %98,26, 15. dk icin
92,01, 30. dk %89,10, 45. dk %82,78 olarak belirlendi.

TTOO-ACry kriyojel i¢in kan absorbsiyon degeri 1. dk icin % 100, 15. dk i¢in %78,75, 30.
dk i¢in %63,61, 45. dk icin %48,40 oldu. TTO100-ACry icin degerler, 1. dk i¢in %100, 15.
dk icin %94,10, 30. dk icin %85,13 ve 45. dk icin %78,82 oldu.

Son olarak kan durdurucu amagla kullanilan ticari iirlin i¢in kan absorbsiyon degerleri, 1.

dk i¢in %69,65, 15. dk i¢cin %44,02, 30. dk igin %22,50, 45. dk i¢in %7,71 oldu.

Sonug olarak tiim kriyojeller tiim zaman araliklarinda ticari iiriinden daha yiiksek kan
absorbsiyon performans1 gosterdi. Ilk dk i¢in en fazla kan absorbsiyonu sirastyla aljinat
iceren kriyojel gruplari(TTOO ve TTO100-ACry), TTO100-GCry, TTO0-GCry, PHEMA
ve ticari iirlin) seklinde gerceklesti. 15. dk icin TTO100-ACry (%94,10) ve TTO100-GCry
(%92,01) kan1 yiiksek oranda en fazla absorbe edebilen gruplar oldu. Cay agaci iceren bu
gruplarin 15 dk boyunca yliksek oranda kani tutabilmesi, daha yakin boyutta ve nispeten
homojen goézenek olusturabilmeleri ve bu gozeneklerde daha kolay pihtilagabilmeleri ve
ayrismalarinin zor olmast seklinde aciklanabilir. Diger gruplarda gozenekler daha
heterojen dagilimli oldugundan, ¢ok biiylik gozeneklerden kanin sizmasinin daha kolay
olabilecegi diisiiniilebilir. 30.dk i¢in TTO100-GCry (%89,10) ve TTO100-ACry (%85,13)
absorbsiyon gosterdi. 45. dk da en fazla kan absorbe edebilen gruplar, TTO100GCry
(82,78), TTO0-GCry(%79,79) ve TTO100-ACry (%78,82) oldu. 45. dk sonunda en diisiik
performansi ticari Uriin (%7,71) gosterdi. Daha onceki ¢aligmalara bakildiginda, 45 dk
boyunca hemostatik analizi yapilan bir c¢alisma disinda herhangi bir calismayla
karsilagilmadi (Kilig Siiloglu ve ark., 2022). Kili¢ Siiloglu ve ark. (2022) tarafindan yapilan
bu ¢aligmada, dental uygulamalar i¢in kappa karaginan (k-kar) ve jelatin (jel) temelli
hemostatik siingerler icin 45 dk siireyle hemostatik analizler degerlendirildi. Mevcut
calismamizda sentezlenen kriyojel gruplarinin uzun siireli hemostatik degerlendirmesinin

literatiir acisindan sayili ¢aligmalardan biri oldugu goriildii.
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Yapilan bir caligmada hemostatik amagla gelistiriken poliakrilik asit/kitosan (PAA/CS)
bazli kriyojellerin karsilastirilmasinda in vifro kan pihtilama analizi yapilmis ve kan
absorbsiyon indeksine 300 sn boyunca bakilmistir (Shi ve ark.,2022). Bagka bir ¢calismada
yara Ortiisii olarak gelistirilen ¢ok fonksiyonlu kriyojel ornekleri i¢in kan absorbsiyon

indeksi 150 s boyunca degerlendirilmistir (Li ve ark., 2020b).

Cizelge 4.10. Kriyojel gruplar1 ve ticari iirline bagli kan absorbsiyon yiizde oranlar

(%, UV-Spektrofotometre, 540 nm)

Numune adi 1dk 15dk 30dk 45dk
PHEMA %90,56 %83,61 %78,06 %73,82
TTOO0-GCry %96,52 %88,47 %81,53 %79,79
TTO100-GCry %98,26 %92,01 %89,10 %82,78
TTO0-ACry %100 %78,75 %63,61 %48,40
TTO100-ACry %100 %94,10 %385,13 %?78,82
Ticari Uriin %69,65 % 44,02 %22,50 %7,71

Kriyojel gruplarmin absorbsiyon analizinin fotograflamasi yapildi. Bunun i¢in 18 mm
capinda kesit alinmis her bir kriyojel ve ticari iiriin kan absorbsiyon deneyinde oldugu gibi
ayr1 cam siselere yerlestirildi (Sekil 4.36.(a)). Kriyojellerin iizerine 250 pl tam insan kam
ilave edildi (Sekil 4.36.(b)). Daha sonra 20 ml %0,9 salin soliisyonu sisenin dibinden
mikropipet ile yavagga ilave edildi. Yaklasik 5 dk’lik bir bekleme siiresi sonrasinda
fotograflama yapildi (Sekil 4.36.(¢c)).

Buna gore, ticari {iriiniin, kan1 en az tutabilen malzeme oldugu goézlemlendi. Kriyojel
gruplar1 degerlendirildiginde en az kani tutabilen, PHEMA kriyojel oldu. TTOO-GCry ve
TTO-100-GCry yaklagik ayni gorlintiiyti verirken, TTO0-ACry ve TTO100-ACry jeller

kan1 en 1yi tutabilen gruplar oldu.

Bu calismanin sonucunda TTO100-ACry kriyojelin kan absorbsiyon deneyinde ilk 15 dk
icin en iyi performansi gosterdigi goriildii. Aljinatin yapisal 6zellikleri dikkate alindiginda,
aljinat yara oOrtiileri; yaradan kaynaklanan kan ve siviy1 absorblayabilen lifli bir yapiya
sahiptir (Dumville ve ark., 2013). Aljinatlar aljinik asit, mannuronik asit ve guluronik asit
acisindan zengindir. Her birinin miktar1 emilen sivi miktarin1 ve pansuman seklini etkiler.
Yara sivist ve kan ile temasinda aljinik asit sodyum tuzlari, hidrofilik bir jel 6zelligine
sahip olabilir. Makrogozenekler ve jellesebilme kapasitesi aljinat yara oOrtiilerinin akut

yaralanmalarda salinan kani1 absorblamasini saglar (Jones ve ark., 2006). Bu bilgiler ve
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deneysel sonuclar esas alindiginda, hizli miidahale gerektiren acil durumlarda, kanamay1

durdurucu etkisi bakimindan tercih edilebilecegi degerlendirilebilir.

Sekil 4.36. Kriyojel gruplar1 ve ticari iiriin i¢in 20 ml %0,9 salin soliisyonu i¢inde kan
ornekleri absorbsiyon analizi (sirastyyla PHEMA, TTO0-GCry, TTO100-GCry,
TTOO0-ACry, TTO100-ACry, ticari tirlin, her biri i¢in 250 pl insan kant)

Tam insan kani ile muamele edilmis kriyojel gruplarinin ve ticari {irliniin SEM mikroskobu
ile goriintiisii degerlendirildi ve bos kriyojel gruplar1 ve bos ticari {iriin ile karsilagtirildi
(Sekil 4.37- 4.38). Buna gore tiim gruplarda eritrosit hiicrelerinin yap1 malzemesine
tutundugunu goriildi. Ancak, genel degerlendirmeye gore, yapilan absorbsiyon analizleri

ve gorsel analizleri karsilastirildiginda, eritrosit hiicrelerinin kriyojeller gruplari {izerinde
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ticari tirline gore daha iyi tutunma sagladigi, kriyojel gruplarindan da aljinat gruplarimin

kriyojelin makrogozeneklerine iyi bir sekilde yerlestigi gozlemlendi.

)/

SEM MAG: 1.00 kx Det: SE { GAIA3 TESCA
WD: 5.00 mm Det: SE

View field: 208 um = Scanspeed: 6 HUNITEK. E'7
- %:
3 .

r

. i 1
SEM MAG: 1.00 kx Det: SE 11 1 GAIA3 TESCAN|
WD: 4.98 mm Det: SE fa

SEM MAG: 1.00 kx = View field: 208 pm 50 pm rB et = = uummK| [.'
| View fielda: 206 ym __ scan apeed: & _ HumEk| T VoW Rt 208 pm —— : .

C) _acege T

SEM HV: 5.0 kV Det: SE 1 GAIA3 TESCAN

ST

SEM HV: 5.0 kV Det: SE I GAIAI TESCAN SEM MAG: 1.00 kx Det: SE L | GAIA3 TESCA|

Det: SE 50 pm [

SEM MAG: 1.00 kx | View field: 207 pm | 50 pm WD: 5.24 mm P

Sekil 4.37. Bos ve insan kan1 emdirilmis, eritrosit hiicreleri fikse edilmis PHEMA, TTOO
GCry ve TTO100 GCry kriyojellerin SEM goriintiileri karsilastirmasi, a) bos
ve eritrosit hiicreleri fikse edilmis PHEMA kriyojel (1000 X, bar 50 um), b)
bos ve eritrosit hiicreleri fikse edilmis TTOO GCry kriyojel (1000 X, bar 50
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um), c) bos ve eritrosit hiicreleri fikse edilmis TTO100 GCry kriyojel (1000
X, bar 50 um)

SEM HV: 5.0 kV Det: SE GAIA3 TESCAN SEM MAG: 1.00 kx Det: SE
SEM MAG: 1.00 kx | View field: 208 ym 50 pm WD: 5.20 mm Det: SE
View field: 208 ym Scan speed: 6 HUNITEK |

b)

View field: 207 pm Scan speed: 4

SEM HV: 5.0 kV Det: SE
BEM MAG: 1.00 kx | View field: 208 pm 50 pm
low field: 208 pm Scan speed: 6

c) ;
<

/"‘:-I;{

GAIA3 TESCAN

GAIA3 TESCAN|

WD: 4.77 mm Det: SE ! Fy-‘ WD: 4.98 mm Det: SE T_T‘
iew field: 830 ym Scan speed: 6 HUNITEKLUUl| view field: 415 pm Scan speed: 4 HuniTek ||

[SEM MAG: 250 x Det: SE GAIA3 TESCAN| SEM MAG: 500 x Det: SE

Sekil 4.38. Bos ve insan kan1 emdirilmis, eritrosit hiicreleri fikse edilmis TTOO ACry ve
TTO100 ACry kriyojellerin ve ticari iirlinlin SEM goriintiileri karsilagtirmasi,
a) bos ve eritrosit hiicreleri fikse edilmis TTOO ACry kriyojel (1000 X, bar 50
um), b) bos ve eritrosit hiicreleri fikse edilmis TTO100 ACry kriyojel (1000 X,
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bar 50 um), c) bos ve eritrosit hiicreleri fikse edilmis kan durdurucu ticari {iriin

(strastyla, bos,250x, bar 200 pm,eritrosit fikse edilmis, 500x, bar 100 um )

Ozellikle eritrosit yogunlugunun daha fazla oldugu bélgelerde SEM gériintiisii yi1g1lma ve
bu yi1gilma sonucu ezilme seklindeyken, daha az oldugu yerlerde daha iyi ayirt edilebilir
bolgesel toplanma seklinde oldugu goriildii. Eritrosit ile fikse edilmis ticari iirin bos hali
ile karsilastirildiginda daha 1yi ayirt edilebilmekte iken, 6zellikle TTO-GCry ve TTO-ACry
gruplarinda kanallarin neredeyse tamamen doldugu gozlemlendi. PHEMA kriyojelde
kanallar kismen ayirt edilebilmekte idi. Sem goriintiilerinin daha 6nce yapilan kan

analizleri ile uyumlu bir sonug verdigi degerlendirildi.
Sonug olarak, sunulan tez calismasi ii¢ temel baslikta 6zetlemistir, bu kapsamda

1) kriyojellerin tanimsal karsiligi, elde edilme yontemleri, siniflandirmalar1 ve uygulama
alanlar1 hakkinda genel bilgi verilip, bitki bazli hidrojel ve kriyojel calismalar

degerlendirilmis,

11) TTO-GCry ve TTO-ACry olmak iizere jelatin ve aljinat iceren kriyojel gruplarina farklh
miktarlarda TTO ilave edilip, bu kriyojellerin karakterizasyonu, antibakteriyel 6zellikleri,
hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, yara iyilestirme 6zelligi ve kan absorbsiyon ve kan absorbsiyon

analizi i¢in materyal ve metodlar belirlenmis,

1i1) son olarak bu bitki bazl kriyojellerin karakterizasyonu, antibakteriyel 6zellikleri, hiicre
kiiltiirti caligsmalari, yara iyilestirme 6zelligi ve kan absorbsiyon ve kan durdurucu etkisinin

sonuglar1 incelenmistir.
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5. YORUM

M. alternatifolia (cay agaci bitkisi) metabolitlerinin teropotik etkilerinden faydalanmak
amactyla ¢ay agaci yaginin kriyojel sentezinde kullanilmasi ve sentezlenen bu kriyojelin
akut deri yaralarinda deri oOrtiisii olarak kullanimi ve hizli miidahale gerektiren acil
durumlarda kullanilmak {izere kanama durdurucu etkisinin degerlendirilmesi ile iyilestirme

potansiyellerinin analizi basarili bir sekilde gergeklestirildi.

En yiiksek sisme oraninin en yiiksek ¢ay agaci yagi yiiklenen kriyojeller oldugu (TTO100-
GCry, TTO100-ACry) goriildii. Cay agact yagi ilavesinin sigsme oranini arttirabilecegi
diisiintilebilir. Bunun yaninda ¢ay agaci yagi miktar1 arttikca sisme oraninin artmasi, daha

fazla gdzenek olustugu sonucu dogurmus olabilir.

En yiiksek jellesme veriminin TTO-GCry grubuna kiyasla TTO-ACry grubunda oldugu

goriildii. Aljinatin jellesme verimini arttirabilecegi goriildii.

TTO-ACry kriyojel gruplarinin makrogézenek derecesinin TTO-GCry kriyojel gruplarina
gore daha yiiksek oldugu goriilmektedir.  Bu durumda, aljinatin jelatine gore

makrogdzenek derecesini arttirict etkisi oldugu goriildii.

Salim analizlerine bakildiginda, 2 sa ile yapisindaki TTO’u en biiyiik oranda salan gruplar
TTO25-ACry (%52), TTO50-ACry (%60) olmustur. Diisiik konsantrasyonlarda aljinatin

yapisal stabilitesini gelistirme yollar1 aragtirilabilir.

Salim kinetik modelleri degerlendirildiginde tiim gruplarda en yiiksek R2 degerinin
Korsmeyer-Peppas salim modelinde oldugu goriildii. Gruplar degerlendirildiginde, TTO
miktar1 arttikga tiim kinetik modellerde (Zero-order, First-order, Higuchi ve Korsmeyer
Peppas modeli) R2 degerinin arttig1 goriildii. Daha yiiksek miktarlarda TTO’nun daha

dogru bir kontrollii salim profili olusturdugu sdylenebilir.

Tiim gruplarin genel olarak 48 sa sonunda yapilarindaki TTO’nun tamamini salabildigi
goriildii. Deney sonunda goriilen bir miktar TTO kaybinin buharlagma sonucu olabilecegi

degerlendirildi.

TGA analizine gore, jelatin bazli kriyojel agirligimin %5’ini 165 °C’de aljinat bazl kriyojel
agirhgmin %5’ini 155 °C’de kaybetmistir. Aljinatin yiiksek sicaklarda jelatine oranla daha

hizl1 ayrigsma gostermesi, yapinin stabilitesini ters orantili olarak etkilemesi ve dolayisiyla
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gozeneklerinde tuttugu TTO’nun daha hizli salinmasina sebep olabilecegi yorumu

yapilabilir.

Degredasyon analizi sonuglari, 7, 14, 21, 28. giinler i¢in degerlendirildiginde, TTO
icermeyen jelatin bazli grubun (TTO0-GCry) ayn1 6zellikteki aljinat grubuna gore (TTOO-
ACry) daha yavas bozundugu goriildii. Bu durum jelatinin TTO igermeyen gruplarda TTO
varligindan bagimsiz olarak 37 °C’de aljinatin jelatine gore daha biyobozunur 6zellikte
oldugunu gosterdi. Bu durum TTO-25 GCry ve TTO25-ACry gruplar icin de gegerli idi.
Ancak TTOS50 gruplarinda ve TTO100 gruplarinda bu durum goriilmedi. TTO100-GCry ve
TTO100-ACry esit bozunma derecesine sahip idi.

Degradasyon analizinde ¢ay agaci yagi ilavesinin 14. giinde hizli bir biyobozunmaya neden
oldugu goriildii. Yaginin hidrofobik etkisinin, kriyojel matrisindeki konsantrasyonunun
artmasiyla birlikte bozunma hizini arttirabilecegi yorumu yapildi. Yagin varligi polimer

molekiillerinin etkilesimini azaltabilir.

Yara Ortiisii olarak kullanim amacina gore kriyojeller farkli metodlarla sentezlenebilir,

daha yavas veya hizli salim yontemleri arastirilabilir.

En iyi antibakteriyel 6zelligi gdsteren grubun TTO100-ACry oldugu gozlenmistir. Cay

agaci yaginin aljinat ile birlikte antibakteriyel etkinligi arttirabilecegi soylenebilir.

En yiiksek biyouyumluluk gosteren gruplarin TTOO-GCry ve TTO100-ACry oldugu
gorlilmiistiir. Gelecek ¢aligmalarda 48 sa boyunca yapilan MTT degerlendirilmesinden

daha uzun siirelerdeki biyouyumluluk degerlendirmesi degerlendirilebilir.

Buna gore tiim degerler incelendiginde, kriyojelli gruplarin tiimiiniin kontrol grubuna gore
yara kapanmasini olumlu yonde etkiledigi goriildii. 48 sa sonuclara gore en yiiksek yara
kapanma oranimnin TTO100-ACry ‘da oldugu, ikinci olarak TTOO0-GCry oldugu goriildii.
Aljinat ve c¢ay agaci yagimin yara kapanma {izerinde olumlu etkiyi arttirabilecegi
sOylenebilir. Bunun disinda TTO100-GCry’da meydana gelen yara kapanma oranindaki
diislisiin yagin varliginin hiicre gogiline engel olabilecegi yorumu yapilabilir. TTO100-
GCry’in MTT analizinde 48 sa i¢in hiicre canliligimi %116’ya yiikselttigi goriilmiistiir.
Buna paralel olarak yara kapanmasi iizerinde olumlu etkisi olmas1 beklenebilir. Bu nedenle

tekrarlanan deneylerle bu sonug incelenebilir.

Kan absorbsiyon analizlerinde tiim gruplarin hemostatik jelatin bazli ticari liriine kiyasla

cok daha kan absorbe edici 6zellikte oldugu goriildii. TTO100-ACry kriyojelin ilk 15 dk
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icin en iyi performansi gosterdigi goriildii. Hizli miidahale gerektiren acil durumlarda, kani
pihtilagtirict ve kanamayi durdurucu etkisi bakimindan tercih edilebilecegi yorumu

yapilabilir.

Genel olarak TTO100-ACry kriyojelin ¢ok amacli kullanima uygun olarak oncelikli tercih
edibilecegi, ardindan TTO-GCry kriyojel gruplarinin farkli amaglarda kullaniminin tercih

edilebilecegi yorumu yapilabilir.

Caligmanin sonucunda bu 6zelliklerdeki kriyojellerin biyouyumlu, antibakteriyel 6zellige
sahip, kanama durdurucu bir yara oOrtiisii olarak basariyla sentezlendigi ve bu amagla

kullanilabilecegi sonucuna ulasildi.

Bu tez calismasinda uygulanan yontem, kullanilan materyal de dahil olmak {izere tez

konusu literatiir i¢in 6zgiin deger tasidig1 sonucuna ulasildi.

Literatiire bakildiginda, daha 6nce bu 6zelliklerde hazirlanan herhangi bir yara ortiisii ile
karsilasilmadigi ve gelecek caligmalarda hem aljinat ve jelatin hem de cay agaci yagi
ilavesi ile birlesik bir kriyojelin gelistirilebilecegi degerlendirildi.

Gelecek caligmalarda antibakteriyel etkinligi ve salim basarisini arttirmak icin daha yiiksek
oranda cay agaci yagi ilavesi icin polimer soliisyonun regetesinin gelistirilebilecegi
degerlendirildi.

Gelecek calismalarda daha yiiksek oranlarda aljinat ve jelatin ilave edildiginde ve daha

uzun siirelerde biyouyumlulugun ve yara kapanma siirecinin etkilerinin arastirilabilecegi

degerlendirildi.

Gelecek c¢alismalarda yara iyilesme degerlendirmesinde farkli hiicre hatlar1 ile

degerlendirme yapilabilecegi sonucuna varildi.

Jelatin ve aljinat iceren hibrit kriyojellerin sentezlenebilecegi maksimum etkinliklerinin

belirlenebilecegi sonucuna varildi.
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EKLER

EK 1 - TTO100-GCry ve TTO100-ACry icin Termogravimetrik Analiz (TGA) Grafigi,
agirhk kaybi (%) ve sicakhik (°C) karsilastirmasi
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