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OZET

Yara lyilesmesinde Kullamlmak Uzere Bitkisel ve Dogal Kaynakh Etkin Madde iceren
Nanopartikiil Yiiklii Film Seklinde Yara Ortiisii Formiilasyonlarinin Hazirlanmas: ve
Degerlendirilmesi

Yara ortiileri, yara sebebiyle olugan hasarli bariyeri gecici olarak telafi etmek ve iyilesmeyi
hizlandirmak i¢in disaridan destekleyici olarak kullanilan, doku ile uyumlu materyallerdir. Yara
bolgesini kurutmaya yonelik uzun yillar siiren yanlis yara bakimlarmin ardindan nemli ortam sayesinde
yara dokusundaki epitelizasyonun hizlandig1 tespit edilmistir. Bu sebeple son yillarda hidrofilik yapili
film formunda hazirlanmis yara ortiileri odak noktasi haline gelmistir. Yara tedavisinde tercih edilen
tedavi yaklagimlarindan biri yara iyilestirici etkisi bilinen Hypericum perforatum (H.perforatum) gibi
tibbi bitkilerin kullanimidir. Bunun yani sira agik yaralarin ¢gogunlugunda mikrobiyal kontaminasyon
tespit edilmektedir ve iki yonlii tedavinin gergeklestirilmesi i¢in antimikrobiyal ila¢ kullanimi da
gerekmektedir. Borik asit ve sodyum pentaborat pentahidrat antiseptik ve antiviral aktivitelerinden
dolay1 cesitli farmasoétik formiilasyonlarda ayni zamanda derin yara tedavilerinde kullanilan bor
tirevleridir. Bu avantajlar nedeniyle H.perforatum ve borik asitin bir yara ortiisiinde birlikte kullanimi
ile sinerjistik etki olusturabilecek, yerel bir yara ortiistiniin ii¢ boyutlu (3B) olarak gelistirilebilecegi
hipotezi ile bu tez ¢alismasi planlanmastir.

Tez siirecinde H.perforatum iceren PCL nanopartikiilleri ve borik asit igeren kitozan 3B film
formiilasyonlar1 ayr1 ayri gelistirilip karakterizasyon caligmalar1 yapilarak ve deneysel tasarim ile
belirlenen optimize nanopartikiil ve 3B film formiilasyonlarinin kombinasyonuyla H.perforatum yiiklii
nanopartikiil ve borik asit igeren 3B basilmig kitozan yara ortiisii formiilasyonu gelistirilmistir.
Formiilasyonlarin karakterizasyonu igin nanopartikiillerde zeta potansiyel, partikiil biiyikligi ve
partikiil bilytklik dagilimi, etkin madde yiikleme etkinligi ve in vitro etkin madde salim g¢aligmalar
yapilmistir. Filmler ve nanopartikiil yiiklii yara ortiileri i¢in kalinlik, sisme derecesi, etkin madde
yiikleme etkinligi ve in vitro etkin madde salim ¢alismalari, gerilme direnci analizi, adezyon
incelemeleri yapilmistir. SEM ve Mikro-BT ile 3B yapilar1 analiz edilmistir. Yara ortiisiiniin Mikro-BT
analizleri ile diger analizlerde tespit edemedigimiz katmanli yapist ve dokusu detayli olarak
incelenebilmistir. Ayrica antimikrobiyal aktivite ve hiicre kiiltiirii deneyleri ile sitotoksisite ve scratch
assay testleri gerceklestirilmistir. Ratlarda yara modeli olusturularak yara ortiisiiniin in vivo etkisi
incelenmis ardindan yapilan histopatolojik testler ve dokuda Mikro-BT ile yapilan analizler ile
gelistirilen yara ortiisti formiilasyonunun yara iyilestirme etkisi tespit edilmistir. Tim in vitro ve in vivo
testler sonucunda nanopartikiile yiikleme ile H.perforatum stabilitesi artirilmis, borik asitin hemen
salimi ve hiperisinin uzun siire salimini saglayan, adezif, yeterli derecede siserek dokuda destek
saglayabilen, yeterli direng ve elastikiyette yara ortiisii elde edilebilmistir. Histopataloji ve Mikro-BT
sonuglarma gére H.perforatum'un tek basina veya borik asit ile birlikte kullaniminin, yara iyilesmesinde
enflamasyonu azaltarak fibroblast aktivitesini artirdig1, epitelizasyonu hizlandirdig1 ve damarlanmay1
destekleyerek 7 giinde %70’ten fazla iyilesme tespit edilmistir. Sonug olarak tezde hedeflendigi sekilde
yara tedavisinde tek ila¢ sekli ile kombine tedavi saglayabilecek ve boylece ac1t vermeden kolayca
uygulanabilecek, tedavi siirecinde boyutu degisen yaraya uygun boyutta hastaya ozel olarak
hazirlanabilen, iilkemiz dogal kaynaklarmin kullanimini saglayan, 3B basilmis modern yara Ortiisii
hazirlanmig ve yerel ilag sekli olarak iiretime kazandirilmaya hazir hale getirilmistir.

Anahtar sozciikler: 3B baski, Bor, Borik asit, Doku rejenerasyonu, Film, Hidrojel, Hiperisin,
Hypericum perforatum, Mikrobilgisayarli tomografi, Nanopartikiil, Yara iyilesmesi, Yara Ortiisii



SUMMARY

Preparation and Evaluation of Nanoparticles Loaded Wound Dressing Formulations as Film
Including Herbal and Natural Drugs to Be Used in Wound Healing

Wound dressings are biocompatible materials applied externally to temporarily compensate for the
damaged barrier caused by the wound and to accelerate healing. After many years of incorrect wound
care focused on drying the wound area, it has been determined that epithelialisation is accelerated in the
moist environment. Therefore, recently, wound dressings prepared in the form of hydrophilic films have
become the focus. One of the preferred treatment approaches in wound treatment is the use of medicinal
plants such as Hypericum perforatum (H.perforatum), which is known for its wound healing effect. In
addition, microbial contamination is frequently observed in open wounds and the use of antimicrobial
agents is also necessary to enable dual-function therapy. Boric acid and sodium pentaborate
pentahydrate, derivatives of boron, are used in various pharmaceutical formulations and in the treatment
of deep wounds due to their antiseptic and antiviral activities. Based on these advantages, this thesis
was planned with the hypothesis that a local wound dressing could be developed in three dimensions
(3D) with the synergistic effect of using H.perforatum and boric acid together in a wound dressing.
During the thesis process, PCL nanoparticles containing H.perforatum and chitosan 3D film
formulations containing boric acid were developed separately, and characterization studies were
performed, and a 3D printed chitosan wound dressing formulation containing H.perforatum-loaded
nanoparticles and boric acid was developed with the combination of optimised nanoparticle and 3D film
formulations determined by experimental design. For the characterization of the formulations, zeta
potential, particle size and particle size distribution, drug loading efficiency and in vitro drug delivery
studies were conducted in nanoparticles. Thickness, swelling degree, drug loading efficiency and in
vitro drug delivery studies, tensile strength analysis, and adhesion studies were conducted for films and
nanoparticle-loaded wound dressings. 3D structures were analysed with SEM and Micro-CT. With the
Micro-CT analyses of the wound dressing, the layered structure and texture that could not be detected
in other analyses could be examined in detail. In addition, antimicrobial activity and cell culture
experiments were performed with cytotoxicity and scratch assay tests. The in vivo effect of the wound
dressing was examined by creating a wound model in rats, and then the wound healing effect of the
developed wound dressing formulation was determined with histopathological tests and tissue analyses
by Micro-CT. As a result of all in vitro and in vivo tests, the stability of H.perforatum was increased by
loading it with the nanoparticle, and a wound dressing that provided immediate release of boric acid
and sustained release of hypericin was adhesive, could provide support in the tissue by sufficient
swelling, and had sufficient strength and elasticity could be obtained. According to the histopathology
and Micro-CT results, it was determined that the use of H.perforatum alone or together with boric acid
reduced inflammation in wound healing, increased fibroblast activity, accelerated epithelisation and
supported vascularisation, and obtained wound healing more than 70% recovery in 7 days. As a result,
a 3D printed modern wound dressing that can provide combined treatment with a single dosage form in
wound treatment as targeted in the thesis and thus can be easily applied without causing pain, can be
prepared specifically for the patient in a size appropriate for the wound that changes in size during the
treatment process, and enables the use of our country's natural resources has been prepared and made
ready to be put into production as a local dosage form.

Keywords: 3D printing, boric acid, boron, film, Hypericum perforatum, hypericin, hydrogel,
microcomputed tomography, nanoparticle, tissue regeneration, wound dressing, wound healing
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ONSOZ

Yara ortiileri, yara sebebiyle olugsan hasarli bariyeri gecici olarak telafi etmek ve
iyilesmeyi hizlandirmak i¢in disaridan destekleyici olarak kullanilan, doku ile uyumlu
materyallerdir. Yara bolgesini kurutmaya yonelik uzun yillar siiren yanlis yara bakimlarinin
ardindan nemli ortam sayesinde yara dokusundaki epitelizasyonun hizlandigi tespit edilmistir.
Bu sebeple son yillarda hidrofilik yapili film formunda hazirlanmis yara ortiileri odak noktasi
haline gelmistir. Yara tedavisinde tercih edilen tedavi yaklasimlarindan biri yara iyilestirici
etkisi bilinen Hypericum perforatum (H.perforatum) gibi tibbi bitkilerin kullanimidir. Bunun
yani sira agik yaralarin ¢gogunlugunda mikrobiyal kontaminasyon tespit edilmektedir ve iki
yonlii tedavinin gerceklestirilmesi i¢in antimikrobiyal ila¢ kullanim1 da gerekmektedir. Borik
asit antiseptik ve antiviral aktivitelerinden dolay1 ¢esitli farmasétik formiilasyonlarda ayni
zamanda derin yara tedavilerinde kullanilan bor tiirevleridir. Bu avantajlar nedeniyle
H.perforatum ve borik asitin bir yara ortiisiinde birlikte kullanimi ile sinerjistik etki
olusturabilecek, yerel bir yara ortiisiiniin ii¢ boyutlu (3B) olarak gelistirilebilecegi hipotezi ile

bu tez calismasi planlanmustir.

Bu calismada yara iyilesmesinde kullanilmak iizere bitkisel ve dogal kaynakli etkin
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ise siyah daireler ile isaretlenmistir. 176
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1. GIRIS

Yara iyilesmesine yonelik tedavi yontemleri, doku rejenerasyon ¢aligmalari ve tedavi
icin hazirlanan ilag gekilleri, son yillarda iizerinde en ¢ok galigma yapilan konulardan biridir.
Viicudun en biiyiikk organi olan deri, pek c¢ok fizyolojik gorevinin yani sira mikrobiyal
enfeksiyon gibi olasi ¢evresel tehditlere karsi da fiziksel bir bariyerdir. Yara olusumuyla
derinin fonksiyonlarini yerine getirememesi yaninda dis ¢evreden gelebilecek tehlikelere karsi
da viicut savunmasiz kalmaktadir. Bu noktada, hasarli bariyeri gecici olarak telafi etmek ve
iyilesmeyi hizlandirmak i¢in disaridan doku destekleyici olarak yara ortiilerine ihtiyag
duyulur. Yara Ortiisti, yarali bolgeyi dis ortamdan izole ederek koruyucu bir tabaka
olustururken, iyilesme siirecini hizlandiran etkin maddeler icerebilir, kanamay1 énler, yarayi
nemli tutar, fazla eksiiday1 gidererek doku iyilesmesini kolaylastirir. Yara bolgesini kurutmaya
yonelik uzun yillar siiren yanlis yara bakimlarinin ardindan nemli ortam sayesinde yara
dokusundaki epitelizasyonun hizlandig: tespit edilmistir. Bu sebeple son yillarda hidrofilik
yapili film formunda hazirlanmig yara ortiileri odak noktasi haline gelmistir. Farmasotik
alandaki gelismelerle birlikte 6zellikle kisisellestirilmis ilag sekillerinin tiretiminde umut vaat
eden ii¢ boyutlu (3B) baski teknolojisinin de kullanima girmesiyle geleneksel yontemlerle
iretilmesi miimkiin olmayan bireysel ihtiyaglara yonelik ilag sekillerinin 3B baski ile
iretilebilmesi, farmasotik alanda yeni bir ¢i1gir agmustir. Yara tedavisinde tercih edilen tedavi
yaklasimlarindan biri yara iyilestirici etkisi bilinen Hypericum perforatum (H.perforatum) gibi
tibbi bitkilerin kullanimidir. Bunun yani sira acik yaralarin ¢ogunlugunda mikrobiyal
kontaminasyon tespit edilmektedir ve iki yonli tedavinin gergeklestirilmesi icin
antimikrobiyal ila¢ kullanimi da gerekmektedir. Bor tiirevleri antiseptik ve antiviral
aktivitelerinden dolay1 cesitli farmasotik formiilasyonlarda kullanilmaktadir. Bu antiseptik

ajanlar ayn1 zamanda derin yara tedavilerinde de kullanilabilir.

Arastirmamizda, iilkemizde dogal olarak bulunan yara iyilestirici H.perforatum ve yine
iilkemiz dogal kaynaklarindan olan antimikrobiyal etkili bor kombinasyonu sayesinde
sinerjistik etki olusturabilecek yerel bir yara Ortiisii formiilasyonunun 3B olarak
gelistirilebilecegi hipotezinden yola ¢ikilmistir. Biyolojik ortamda bozunabilen polimerlerden
yaralanarak hazirlanan ve yarali bolgeye topikal olarak uygulanabilen, H.perforatum yiiklii
nanopartikiil iceren bor yiliklii yara oOrtiisii seklinde yeni bir ilag seklinin gelistirilmesi

planlanmustir.



1.1. Deri Dokusu ve Deri Dejenerasyonu: Yara

Deri, insan viicudundaki en biiylik organ olarak, viicut i¢ ortamini dis diinyadan ayiran
ve koruyan temel bir bariyer islevi gdrmektedir. Bu bariyer, ¢evredeki zararli faktorlerin
dogrudan viicuda girisini engelleyerek i¢ ortamin diizeninin korunmasini saglar. Ayni
zamanda, deri, insan viicudunun dogal bagisiklik savunmasinda kritik bir role sahiptir. Bunun
yani sira, derinin ylizeyinde yer alan yogun kil folikiilleri ve sinir uglar1 sayesinde salgilama,
sicaklik diizenleme ve dis uyarilara yanit verme gibi ek fonksiyonlar1 da bulunmaktadir (Alavi
vd., 2024; Dai vd., 2020; Huang vd., 2022; Kepek¢i vd., 2021; Pena ve Martin, 2024;
Radmanesh vd., 2022; Wang vd., 2022).

Derinin saglam ve biitin halde olmasi, deri fonksiyonlarinin kesintisiz gekilde
stirdiiriilebilmesi i¢in hayati 6neme sahiptir. Normal bir deri, dista epidermis, altta dermis ve
hipodermis olmak iizere {i¢ temel katmandan olusmaktadir (Pena ve Martin, 2024; Radmanesh
vd., 2022; Tiwari vd., 2023; Wang vd., 2022) (Sekil 1.1.). Epidermis, g¢ogunlukla
keratinositlerden meydana gelir ve yiizeyinde kil folikiilleri, ter ve yag bezlerinin agikliklar1
gibi deri ekleri bulunur. Bu ekler, dermis tabakasma kadar uzanir. Epidermisin en alt
tabakasinda yer alan bu bazal hiicreler kendini yenileme ve farklilagsma yetenegine sahiptir,
spinoz hiicrelere doniiserek epidermisteki hiicre dengesini korur. Dermis, epidermisin altinda
bulunan yogun bir bag dokusudur ve kilcal damarlarla zengin papiller tabaka ile esas olarak
kolajen liflerden olusan retikiiler tabakaya ayrilir. Papiller tabaka, kilcal damar agiyla
epidermise gerekli besinleri tasirken, retikiiler tabakadaki kolajen lifleri ag benzeri bir yapi
olugturarak deriye dayaniklilik ve esneklik kazandirir. Fizyolojik kosullarda, epidermisin
bazal tabakasindaki keratinositler, dermisteki kilcal damarlardan besin alarak bir kismi1 spinéz
hiicrelere farklilagir ve epidermisteki hiicre sayisini dengeler. Epidermal hiicreler zamanla
daha disg tabakalara gecer ve en dis tabakadaki keratinositlerin dokiilmesiyle bu siireg
tamamlanir. En derin tabaka olan hipodermis ise, diger adiyla subkutan yag dokusu, viicuda
hem termal izolasyon saglayarak 1s1 dengesini korur hem de dis darbeler karsisinda mekanik
bir tampon gérevi goriir (Dai vd., 2020). Derinin bu yogun ve siirekli yapisi, viicudu disardan

gelebilecek zararli uyarilardan ve maddelerden koruyarak bagisiklik sistemine katki saglar.
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Sekil 1.1. Derinin anatomik yapisi ve katmanlar1 (Anonymous)

Deri, viicudun dis ¢evreyle en genis ylizeyde temas eden kismi oldugu i¢in siirekli bir
maruziyet durumunda olmas1 deri hasarlarmin kac¢inilmaz hale gelmesine yol agar. Derinin
koruyucu kapasitesinin bir smir1 bulunmaktadir. Dis ¢evreden gelen yaralanma faktorleri
belirli bir esigi astiginda, derinin biitiinliigli bozulur ve koruyucu etkisi zayiflayabilir ya da
tamamen ortadan kalkabilir. Ayrica, hastaliklar veya ilaclarin etkisiyle derinin yapisinda
meydana gelen degisiklikler, dis uyarilara ve hasarlara kars1 direncini azaltabilir. Bu durum,
normal sartlar altinda tolere edilebilecek hafif uyarilarin bile deri yapisim1 bozarak islev
kaybina yol agmasina neden olabilir (Alavi vd., 2024; Huang vd., 2022; Kepekgi vd., 2021;
Wang vd., 2022). Ayrica deri yiizeyinde stafilokok, streptokok, kandidalar ve patojenik
olmayan mikobakteriler gibi ¢esitli mikroorganizma tiirleri bulunur. Deri hasar gordiigiinde,
bu organizmalar yara g¢evresinde birikerek enfeksiyon olusturabilir, bu da dokularda sivi

kaybina yol agabilir ve ciddi ikincil travmalara neden olabilir.

Mekanik, fiziksel veya metabolizma ile iliski rahatsizliklar sebebiyle hasar gordiigiinde
derinin anatomik yapisindaki biitlinliiglin bozulmasi ve epitel dokusunun siirekliliginin kaybi
yara olarak tanimlanmaktadir (Alemdaroglu vd., 2006; Boateng vd., 2008; Kepekgi vd., 2021;
Kurtoglu ve Karatag, 2009; Liu vd., 2018; Moreira vd., 2024; Naseri-Nosar ve Ziora, 2018;
Nguyen vd., 2023; Tiwari vd., 2023; Tort ve Acartiirk, 2015; Wang vd., 2022). Baz
durumlarda bu hasar, daha derin katmanlara ilerleyerek alttaki bag dokusunu da etkileyebilir.

Derinin temel islevlerinde meydana gelen bu tiir bozulmalar, organizmanin homeostazini



olumsuz yonde etkileyebilir. Bu nedenle, yaralarin onarimi organizma i¢in hayati bir 6neme

sahiptir.

Yaralar, genetik hastaliklar, yaniklar, donma, elektriksel, kimyasal, radyasyon veya
stirtiinme gibi nedenlerle meydana gelen akut travmalar; diyabetik ayak iilserleri, bas1 yaralari,
vendz ve arteriyel bacak iilserleri gibi kronik rahatsizliklar ya da cerrahi miidahaleler
sonucunda olusabilir ve farkli tiirde doku hasarlarina yol agabilir (Alven vd., 2022; Egozi vd.,
2015; Kurtoglu ve Karatas, 2009; Naseri-Nosar ve Ziora, 2018). Yaralar, iyilesme siiresine
bagli olarak akut ve kronik olmak iizere siiflandirilabilir (Dai vd., 2020; Radmanesh vd.,
2022; Tiwari vd., 2023; Tort vd., 2017; Tort ve Acartiirk, 2015). Akut yaralar, genellikle 8-
12 hafta iginde iyilesen yaralanmalar olarak tanimlanir. Bu yaralar, genellikle yaniklar,
kesikler veya siyriklar gibi travmatik olaylar sonucunda olusur. Kronik yaralar, alt1 haftadan
uzun siire iyilesemeyen veya sik sik tekrar eden, tedavisi zor olan yaralar olarak tanimlanir.
Genellikle kronik yaralar, akut bir yara olarak baglar. Yetersiz kan dolasimi, diyabet,
enfeksiyonlar veya uygun olmayan birincil tedavi gibi faktorler, normal yara iyilesme siirecini
engelleyerek kronik yaralarin gelismesine neden olabilir. ABD Ulusal Saglik Enstitiisii
(National Institutes of Health, NIH) raporuna gore, yaklasik 10.5 milyon hasta kronik yaralarla
miicadele etmektedir (Sen, 2023). Buna ek olarak, Diinya Saglik Orgiitii (WHO), her y1l yanik
yaralanmalarina bagl olarak yaklasik 180.000 6liim meydana geldigini bildirmistir. 2060
yilina kadar yara tedavisi uygun sekilde yonetilmezse, artan yaslh niifusla beraber, yara tedavisi

en 6nemli acil tibbi miidahalelerden biri haline gelecektir.
1.1.1. Yara lyilesme Siireci

Normal yara iyilesmesi, siirekli ve dinamik bir siirectir. Bu siirecte, ¢esitli hiicreler, yara
bolgesindeki mikrogevrenin ve biiyiime faktorlerinin degisimiyle yara bdlgesine diizenli bir
sekilde gog eder, islevlerini yerine getirir, sirastyla ¢cogalir ve kolajen proteini ve polisakkarit
gibi yara iyilesmesi i¢in gerekli sentetik maddeleri salgilar ve sonunda yara iyilesmesini
tamamlar (Alemdaroglu vd., 2006; Degim vd., 2002; Tort ve Acartiirk, 2015; Wang vd., 2022)

(Sekil 1.2.). Bu siire¢ temel olarak dort ana asamaya ayrilir:

e Piht1 olusumu ve hemostaz
e Enflamasyon
e Hiicre gogii ve proliferasyonu

e Yeniden modelleme
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Sekil 1.2. Yara iyilesme asamalarinin sematik gosterimi (Pena ve Martin, 2024)

Bir yaranin iyilesmesi i¢in Oncelikle bariyer tabakasindaki hasarin bir piht1 ile
kapatilmast gerekir (Sekil 1.2.b). Damar duvarinin zedelenmesiyle trombositler damar
duvarindaki kolajen ile temas eder ve gecici bir piht1 olusturarak kan kaybini durdurur ve
hemostaz saglanir. Bu gegici kalkanin altinda, enflamatuvar yanitlar aktive olur (Sekil 1.2.c).
Lenfositler, vazodilatasyona neden olan faktorleri kan damarlarina salarak kilcal damar
gecirgenligini artirir. Notrofiller yaralanma bolgesine ulasir ve bakteriler ile hiicresel
dokintiileri fagosite eder. Monositler yara bolgesine niifuz eder ve makrofajlara doniiserek
apoptoz halindeki hiicreleri, hasar gormiis hiicre dis1 matrisi (ECM; Extracellular matrix),
dokintiileri ve bakterileri temizler. Yara bolgesinde lokal 6dem, agri, kizariklik ve sicaklik
gibi enflamasyon belirtileri gozlenir. Bu siire¢ genellikle 1-4 giin arasinda tamamlanir.
Yaralanmay1 takip eden 2. giinde baglayan ve yaklagik 3 hafta siiren hiicre gogii ve
proliferasyon evresinde, gecirgen bir bariyer olusur, re-epitelizasyon ve kontraksiyon siiregleri
baslar (Sekil 1.2.e). Derinin farkli katmanlarindan gelen hiicreler, yaranin kenarlarindan gog
ederek Dboslugu doldurur. Yara bolgesinde mikrodolasim diizenlenerek dokunun
giiclendirilmesi saglamir. Inflamatuar hiicrelerden salinan sitokinler ve biiyiime faktdrleri,
fibroblastlar1 aktive eder ve bu hiicreler yeni ECM ile kolajen sentezine baslar. Kolajen
birikimi, yaranin gerilmeye kars1 direncini artirir (Sekil 1.2.e). Epitel hiicreleri, yara yiizeyinde
yeni bir yapi olusturur. Ayrica fibroblastlarin bir kismi1 miyofibroblastlara doniiserek yara

kontraksiyonuna katkida bulunur. Derinin tiim hiicre tiirleri onarim siirecine katkida bulunur



ve bu diizenlenmis hiicre davranislarini ¢esitli mekanik ve kimyasal sinyaller tetikler. Bu
sinyallerin ¢ogu, hasar belirtilerine ve savunma amaciyla yaraya gekilen enflamatuvar
hiicrelerden gelen patojen kaynakli sinyallere dayanmir. Ornegin fibroblastlar, graniilasyon
dokusunun olusumunu, miyofibroblastlarin farklilasmasin1 ve epitel hiicrelerinin yara
kenarindan gé¢ etmesini tesvik eden doniisiim biiyiime faktorii beta (TGF-; Transforming
Growth Factor-Beta) gibi sitokinler iiretir. Onarim siirecinin bazi unsurlar1 gegici ve geri
doniisiimliidiir. Ornegin, yara bolgesindeki anjiyojenik yanit gecici bir siire¢ iken kolajen
birikmesi kalict bir siiregtir (Sekil 1.2.d). Yeniden modelleme agsamasi yara iyilesmesinin son
asamasidir, proliferasyonun tamamlanmasini takiben 3. haftada baglar ve birka¢ aya kadar
devam eder (Sekil 1.2.f). Yara bolgesindeki fibroblast sayisi azalir, kolajen liretimi dengelenir
ve epitelizasyon siireci tamamlanir. Bu asamada saglikli dokunun yapisal kolajen ag1 yeniden
olusturulur. Kontraksiyon, bu dénemde yara dokusunun yeniden sekillenmesiyle meydana
gelir. Yaklasik 6 hafta iginde yara, baslangigtaki mekanik giiciiniin %80-95'ini kazanir. Bu
siiregte yara renginin solmasi, skar dokusunun olugmasi ve gerilim direncinin artmasi gézlenir.
Bu evre, kontrol ve tedavi uygulamasi olmadan derinin kendini onarmasi i¢in 6-12 ay, hatta
bazi durumlarda 24 aya kadar stirebilir (Alavi vd., 2024; Alven vd., 2022; Baktir, 2020; Huang
vd., 2022; Pena ve Martin, 2024; Tiwari vd., 2023; Wang vd., 2022).

1.2. Yara Bakim

Yara olusumuna bagl olarak yara bakiminda yontemler degisiklik gosterebilir; ancak
yara iyilesmesi i¢in temel faktorler arasinda nem, okliizyon, debridman ve doku

oksijenlenmesi yer almaktadir (Fonder vd., 2008; Kurtoglu ve Karatas, 2009).

Nem: Uzun yillar boyunca yanlis uygulamalarla yara bolgesini kurutmaya yonelik
bakim ydntemleri kullanilmasina ragmen, nemli bir ortamin yara iyilesmesini hizlandirdigi
kanitlanmigtir. Asir1 kuru yaralarda doku kaybinin arttigi ve iyilesmenin geciktigi tespit
edilmistir. Nemli ortamin, yara dokusunda epitelizasyonu hizlandirdig1 ve hastalarda agriyi
azalttigi belirtilmistir. Ancak, asir1 nem durumunda maserasyon olusabilir ve g¢evredeki
dokular zarar gorebilir. Bu nedenle, nem kontrolii yara bakiminda kritik bir 6neme sahiptir
(Dadashzadeh vd., 2019; Devi ve Dutta, 2017; Gomes Neto vd., 2019; Gunes ve Tihminlioglu,
2017; Hafezi vd., 2019; Hurler vd., 2013; Khan vd., 2016; Parvez vd., 2012; Singh ve Pal,
2012; Wathoni vd., 2016).



OKliizyon: Acik yaralarda, kontaminasyon, kolonizasyon veya enfeksiyon durumlari
stkga gozlenir (Dabiri vd., 2016; Fonder vd., 2008; Simoes vd., 2018). Kontaminasyon
sirasinda bakteri sayisi artmazken, kolonizasyon durumunda bakteriler ¢ogalir ancak yara
dokusuna ciddi bir zarar vermez. Enfeksiyon olustugunda ise bakteri liremesi yara iyilesmesini
engelleyerek dokuya zarar verebilir. Okliizyon, yara bolgesini mikrobiyal enfeksiyonlara ve

cevresel faktorlere karsi koruyan bir bariyer saglar ve bu sayede enfeksiyon oranlarini azaltir.

Debridman: Yara dokusundaki o©li hiicrelerin, bozulmus fibrinlerin, ECM
proteinlerinin, eksiidalarin ve bakterilerin yara bolgesinden uzaklastirilmasi islemidir (Fonder
vd., 2008; Liu vd., 2018). Bu islem, cerrahi yontemlerle, 1slak sargilarin kuruyup yara
dokusuna yapismasinin ardindan kaldirilmasiyla, nemli ortamda otolitik ya da enzimatik
yontemlerle gergeklestirilebilir. Kuru ve eksiida iretmeyen nekrotik dokularin
uzaklastirilmasi, yara iyilesmesini hizlandirmak igin gereklidir (Dabiri vd., 2016). Vendz
iilserler veya piyoderma gangrenozum gibi fazla eksiida iireten yaralarda, asir1 nemin neden
oldugu maserasyonu onlemek igin yiiksek absorpsiyon kapasitesine sahip yara Ortiilerine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ancak, ortii ya da fiziksel baski uygulanirken, fazla eksiida iiretimi de
gdz Oniinde bulundurulmalidir. Derin, tiinel seklindeki yaralar (6rnegin arteriyel {ilserler,
diyabetik iilserler ve basing yaralari) icin yara boslugunu etkili bir sekilde doldurup fazla

eksiliday1 emebilen yara ortiileri, iyilesmeyi hizlandirabilir.

Doku Oksijenlenmesi: Yara dokusunun oksijenlenmesi, hiicrelerin beslenmesi,
gelismesi ve biiylimesi i¢in hayati bir role sahiptir. Enzimatik ve hiicresel pek c¢ok siire¢
oksijen varligina baglidir (Tandara ve Mustoe, 2004). Hipoksi, yara dokusunda hiicresel

6liimle sonuglanabilir ve iyilesme siirecini ciddi sekilde engelleyebilir.

1.3. Yara Ortiisii

Deri, mekanik, fiziksel ya da metabolizmaya bagli rahatsizliklar nedeniyle hasar
gordiigiinde, koruyucu bariyer islevini kaybeder ve yara olusur (Boateng vd., 2008; Kurtoglu
ve Karatas, 2009; Muwaffak vd., 2017; Naseri-Nosar ve Ziora, 2018; Simoes vd., 2018). Yara
olusumu, sadece derinin iglevlerini yerine getirmesini engellemekle kalmaz, ayn1 zamanda
viicudu dis ¢evreden gelebilecek tehlikelere karsi savunmasiz birakir. Bu durumda, hasarli
bariyeri gegici olarak telafi etmek ve iyilesme siirecini desteklemek i¢in doku destekleyici yara

ortiilerine ihtiya¢ duyulmaktadir.



Yara ortiisii; yarali bolgeyi dis ortamdan izole ederek yara {izerinde koruyucu bir
tabaka olusturan, kanamay1 Onleyen, yarayr nemli tutan, fazla eksiiday:1 gideren, iyilesme
stirecini kolaylastirmak ve hizlandirmak i¢in ¢esitli etkin maddelerin salimina izin veren, doku
ile uyumlu materyaller olarak tanimlanabilir (Al-Sheerazee vd., 2024; Boateng vd., 2008;
Gianino vd., 2018; Kurtoglu ve Karatas, 2009; Maver vd., 2015; Muwaffak vd., 2017; Naseri
vd., 2014; Okur vd., 2020; Tort ve Acartiirk, 2015).

Yara bakiminda etkin bir iyilesme saglanabilmesi i¢in kullanilan yara ortiisiiniin belirli
ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir. Bu 6zellikler asagidaki sekilde siralanabilir (Ahmady
vd., 2022; Al-Sheerazee vd., 2024; Bal-Oztiirk vd., 2024; Boateng vd., 2008; Egozi vd., 2015;
Fonder vd., 2008; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Huang vd., 2022; Jiang vd., 2016; Kamoun
vd., 2017; Kumar vd., 2017; Nguyen vd., 2023; Tort ve Acartiirk, 2015; Uzun vd., 2013; Zepon
vd., 2019):

e Nem Kontrolii: Yara ortiisii, yara bolgesinde nemli bir ortam saglayarak doku kurumasini
engellemeli ve epitelizasyon siirecini desteklemelidir.

o Gaz Gegirgenligi: Dokularin oksijenlenmesini saglamak ve yaranin havasiz kalmasini
onlemek amaciyla gaz aligverisine elverisli olmalidir.

e Koruma: Yaray1 cevresel faktdrlere ve mikroorganizmalarin neden olabilecegi
enfeksiyonlara kars1 koruyacak sekilde bir bariyer olusturmalidir.

o FEksiida Yonetimi: Fazla eksiidayr emme kapasitesine sahip olmali, ancak yiizeyinde
doygunluk olusmasini 6nleyerek ¢evre dokulara zarar vermemelidir.

e  Uygulama Kolayligi: Yara Ortiisii kolayca uygulanabilir olmali ve viicudun farklh
bolgelerine uyarlanabilir bir yapiya sahip olmalidir.

e Travmasiz Cikarma: Ortiiniin ¢ikarilmasi sirasinda yaranin veya cevre dokunun zarar
gormesini engelleyecek sekilde tasarlanmig olmali ya da biyobozunur 6zellik
gostermelidir.

e Biyouyumluluk ve Giivenlik: Biyouyumlu materyallerden iiretilmeli, alerjik reaksiyonlara
neden olmamali ve biyogiivenli olmalidir.

e Sterilite: Yaraya uygulandiginda enfeksiyon riskini minimize edecek sekilde steril
olmalidir.

e [s1 Yaliimi: Yarann 1s1 kaybim Onleyecek bir yalitim saglamali ve yara mikrogevresini
korumalidir.

e Ekonomiklik: Genis kullanim alan1 ve uygun maliyet sunarak saglik hizmetlerine erigimi

kolaylastirmalidir.



Bu ozellikler, yara ortiisiiniin hem tedavi edici etkisini artirmakta hem de hasta

konforunu iyilestirmekte 6énemli bir rol oynamaktadir.

Yara ortiilerine iliskin ilk yazili belgeler, MO 1550 yilinda eski Misir Ebers
Papiriislerinde bulunmaktadir. Bu belgelerde, bitkisel liflerin stvi emme kabiliyeti, hayvansal
yaglarin bariyer 6zellikleri ve balin antibakteriyel etkileri kullanilarak keten seritler iizerinde
uygulanan yara ortiilerinden bahsedilmektedir (Dhivya vd., 2015; Fonder vd., 2008; Jiirgens
vd., 2006). Daha sonraki donemlerde ise sarap, sirke ve kaynatilmig su ile 1slatilmis yiin ve
pamuk gibi materyaller yara oOrtiisii olarak kullanilmistir. Zamanla teknolojinin ilerlemesiyle
birlikte yara ortiilerinde biiyiik bir ¢esitlilik ve gelisim saglanmistir. Yara ortiileri, islevlerine,
iiretildikleri materyallere ve fiziksel formlarina gore cesitli kategorilere ayrilmaktadir. En
yaygin siniflandirma ile yara ortiileri geleneksel ve modern olarak iki ana gruba ayrilmaktadir
(Boateng vd., 2008; Dhivya vd., 2015; Fonder vd., 2008; Kamoun vd., 2017; Karagiil vd.,
2024; Nguyen vd., 2023; Saghazadeh vd., 2018; Tiwari vd., 2023; Wang vd., 2023). Gazli
bezler, hidrofil pamuk ve yiin gibi basit malzemelerden iiretilen ortiiler, geleneksel yontemler
arasinda yer almaktadir. Teknolojinin gelisimiyle birlikte dogal veya sentetik polimerlerden
iiretilen film, hidrojel, skafold, nanolif ve slinger gibi cesitli fiziksel formlarda modern yara
ortiileri gelistirilmistir. Bu modern ortiiler, geleneksel malzemelerin eksik yonlerini

tamamlayarak daha etkili ¢6ziimler sunmaktadir.

1.3.1. Geleneksel Yara Ortiileri

Tibbi gazli bezler, yara bakiminda en sik kullanilan iirinlerden biridir ve bu kategorinin
en bilinen 6rneklerindendir (Fonder vd., 2008; Kamoun vd., 2017; Saghazadeh vd., 2018).
Pamuk, suni ipek, polyester gibi materyallerden veya bu malzemelerin kombinasyonlarindan
dokunmus ya da dokunmamis liflerle iretilen gazli bezler, diisik maliyetleri, kolay
tretilebilirlikleri ve kullanimlari, hizli su emme kapasiteleri ve sterilize edilebilmeleri
nedeniyle tercih edilmektedir (Boateng vd., 2008; Dhivya vd., 2015; Kamoun vd., 2017
Saghazadeh vd., 2018; Tiwari vd., 2023). Ancak, tibbi gazli bezler ideal yara ortiisiinden
beklenen tiim Ozellikleri karsilamamaktadir ve kullanim alanlarimi kisitlayan gesitli

dezavantajlari bulunmaktadir:

o Mikrobiyal Kontaminasyona Karst Yetersiz Koruma: Gazli bezler, yarayr tamamen

mikrobiyal kontaminasyondan koruyamamaktadir.



o FEksiida Yonetimi Sorunlari: Fazla eksiidalar1 absorbe ettikten sonra hizla doygunluga
ulagmakta ve yiizeyde biriken eksilida, mikrobiyal enfeksiyon riskini artirmaktadir.

o Diisiik Gaz Gegirgenligi: Yarali dokularin oksijenlenmesini sinirlamakta, bu da iyilesme
stirecini olumsuz etkilemektedir.

o Nemli Ortam Saglayamama: Kuru bir yapiya sahip olduklarindan yara yiizeyinde nemli
bir ortam olusturamamaktadir.

e Yara Hasar: Riski: Biyobozunur olmamalar1 nedeniyle ¢ikarma sirasinda yara yiizeyine
yapisarak kanama veya yenilenen epitel dokuda hasara neden olabilmektedir (Boateng vd.,
2008; Dhivya vd., 2015; Kamoun vd., 2017; Saghazadeh vd., 2018; Tiwari vd., 2023).

Bu sorunlarin {istesinden gelmek amaciyla, gazli bezlerin g¢esitli kaplama ve
formiilasyonlarla gelistirilmesi {izerine calismalar yapilmistir. Ozellikle, yara bakimimdaki
dezavantajlar1 azaltmak ve hasta konforunu artirmak igin gazli bezlerin adezif olmayan bir ig
yiizey ile kaplanmasi (6rn; kitozan-Ag-ZnO nanokompozit kaplama) (Kamoun vd., 2017)
veya sivi parafin (Boateng vd., 2008) ya da vazelin emdirilmesi (Fonder vd., 2008) gibi
islemlerle bu dezavantaj1 elimine edilmeye ¢alisilmistir. Vazelin, tuzlu su, antibiyotikler ve
antiseptikler gibi katki maddelerinin tasiyicisi halinde veya diger yara ortiisii triinleri ile
kombinasyon halinde hazirlanmalari ile gazli bezlerin etkinligi artirilmig ve kullanim alanlar
genisletilmistir. Xeroform™ (vazelinli gazhi bez), Bactigras™, Jelonet® ve Paratulle™
(parafinli gazli bezler) yiizeysel yara tedavisi i¢in ticari olarak temin edilebilen yara Ortiisii
orneklerindendir. Ek olarak, tibbi gazli bezler, dogrudan yara ile temas eden iiriinler olarak
sargl bezlerinden ayrilmakta ve yara ortiisii kategorisinde degerlendirilmektedir (Dhivya vd.,

2015).

1.3.2. Modern Yara Ortiileri

Geleneksel yara ortiilerinin, ideal yara bakim kosullarini tam anlamiyla saglayamamasi
nedeniyle modern yara ortiileri gelistirilmistir (Boateng vd., 2008; Dhivya vd., 2015; Nguyen
vd., 2023; Tiwari vd., 2023). Modern yara ortiileri, genellikle dogal ve sentetik kaynakli
polimerlere dayanmakta ve bu polimerlerin ¢esitli avantajlar1 sayesinde daha etkili bir yara
bakim ¢oziimii sunmaktadir. Ozellikle biyolojik olarak bozunabilen polimerlerin kullanima
girmesiyle birlikte, tedavi sonunda ¢ikarilma gerektirmeyen yara Ortiilerinin gelistirilmesi
miimkiin olmustur. Bu polimerik materyaller, yalnizca yara iyilesmesini kolaylastirmakla
kalmayip, ayn1 zamanda iyilesme siirecini hizlandiran etkin maddeleri tagima &zelligine

sahiptir. Ayrica, farkli fiziksel formlarda iretilebilme yetenegi, modern yara Ortiilerinin
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uyarlanabilirligini ve kullanim alanlarin1 genisletmistir. Bu ¢esitlilik sayesinde, yara
ortiilerinin 6zelliklerini optimize ederek, farkli yara tiirlerine ve tedavi gereksinimlerine uyum

saglanabilmektedir.

Modern yara ortiileri, polimerik filmler (Goyanes vd., 2016; Muwaffak vd., 2017;
Repka vd., 1999), film ya da jel halinde hidrojeller (Ahmady vd., 2022; Ahmed vd., 2018;
Ahtzaz vd., 2019; Al-Sheerazee vd., 2024; Ali vd., 2018; Aydin ve Zorlu, 2022; Bal-Oztiirk
vd., 2024; Choi vd., 2016; Dadashzadeh vd., 2019; Demirci vd., 2016; Demirci vd., 2015;
Dharashivkar vd., 2015; Dogan vd., 2014; Egozi vd., 2015; El Hosary vd., 2020; Gainza vd.,
2015; Gunes vd., 2020; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Hafezi vd., 2019; Hurler vd., 2012;
Hurler ve Skalko-Basnet, 2012; Hurler vd., 2013; Ishfaq vd., 2023; Ji vd., 2024; Jiang vd.,
2016; Jin vd., 2016; Karagiil vd., 2024; Kaur vd., 2019; Kim vd., 2008; Kiyan vd., 2015;
Kumar vd., 2017; Li vd., 2012; Liakos vd., 2014; Mutlu vd., 2022; Nunes vd., 2011; Nunes
vd., 2016; Pagano vd., 2019; Pagano vd., 2020; Parvez vd., 2012; Peles vd., 2013; Roy vd.,
2010; Sagiroglu vd., 2021; Sandri vd., 2013; Shi vd., 2019; Singh ve Pal, 2012; Sohrabi vd.,
2016; Sung vd., 2010; Wathoni vd., 2016; Yadollah-Damavandi vd., 2015; Yang vd., 2024;
Zaman vd., 2011; Zoghi vd., 2021), skafoldlar/iskeleler (Boateng vd., 2023; Dinh vd., 2024;
Intini vd., 2018; Khoshmaram vd., 2024; Lazaridou vd., 2024; Lin vd., 2022; Maver vd., 2018;
Seok vd., 2019; Teoh vd., 2022; Yu vd., 2017), nanolifler (Almukainzi vd., 2022; Arezomand
vd., 2024; Chen vd., 2008; Daristotle vd., 2020; Guleken vd., 2021; Ignatova vd., 2009;
Meenatchi vd., 2024; Monteiro vd., 2015; Mouro vd., 2023; Naseri vd., 2014; Oliveira vd.,
2024; Pourhojat vd., 2016; Sakai vd., 2024), siingerler (Berce vd., 2018; Elsner vd., 2011;
Hong vd., 2008; Kondo ve Kuroyanagi, 2012; Oztiirk vd., 2006; Ulubayram vd., 2001) ve
kompozitler (Devi ve Dutta, 2017; Gomes Neto vd., 2019; Khan vd., 2016; Maver vd., 2015;
Monteiro vd., 2024; Tao vd., 2024; Yang vd., 2024) gibi farkli fiziksel formlarda

hazirlanabilir.

1.4. Yara Tedavisinde Tercih Edilen Tedavi Yaklasimlari

Dogal iriinler; bitkiler, mantarlar ve hayvanlar da dahil olmak iizere ¢esitli
organizmalardan elde edilen genis bir kimyasal bilesik kategorisini ifade eder (Sut vd., 2023).
Yara tedavisinde kullanilan dogal kaynaklar, yiiksek biyouyumluluklari ve ¢evre dostu
ozellikleri nedeniyle sentetik maddelere kiyasla daha fazla tercih edilmektedir (Kepekei vd.,
2021). Uzun yillar boyunca bitki ve hayvanlardan izole edilen hammaddeler, geleneksel tipta

hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. Ancak, sentetik ilag endiistrisinin ilerlemesiyle
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dogal ilaglarin kullanimi1 azalmis olsa da bir¢cok gelismekte olan iilke saglik hizmetlerinin ana
kaynagi olarak hala geleneksel tibbi kullanmaya devam etmektedir (Ait Abderrahim vd.,
2019). Kronik yara tedavisinin ekonomik yiikii ve antibiyotiklere direngli bakteriyel
enfeksiyonlarin artis1 da yara iyilesmesinde dogal tedavilerin kullanimina y6nelimi ve bu

konudaki arastirmalari artirmastir (Oliveira vd., 2024).

Ancak, son zamanlarda dogal {iriin terimi genellikle bitkiler veya bitkisel iriinler ile
iligkilendirilmistir. Bitkiler, dogal iirlinlerin kesfi ve gelistirilmesinde o6nemli bir rol
oynamigtir ve bir¢ok terap6tik uygulamada kullanilmaktadir (Sut vd., 2023). Bu kapsamda,
tibbi bitkiler diger dogal kaynaklar arasinda 6ne ¢ikmaktadir.

1.4.1. Tibbi Bitkiler ve Yara Tedavisi

Bitkisel tedaviler, eski ¢aglardan beri yara iyilesmesi ve yara bakimi i¢in geleneksel
tipta kullanilan ilk etkili terapotikler olmustur. Bitkilerin yara iyilesmesi ve iyilesme siirecinin
hizlandirilmasi tizerinde etkili olabilecek ¢ok sayida metabolit icermesi, gegmiste oldugu gibi
giiniimiizde de tibbi bitki igeren yara oOrtiilerine olan ilgiyi artirmistir (Herman ve Herman,
2023; Kepekei vd., 2021; Mutlu vd., 2022).

Bitkilerde yer alan flavonoidler, alkaloidler, ugucu yaglar, tanenler, terpenoidler,
saponinler, yag asitleri, kinonlar ve fenoller gibi fitokimyasallar, antimikrobiyal,
antienflamatuar, antioksidan etkilerinin yani sira kolajen sentezini destekleme, epitelizasyonu
hizlandirma, hiicre proliferasyonu ve anjiyogenezi tesvik etme gibi ¢esitli biyolojik
aktiviteleriyle yara iyilesme siirecinin farkli asamalarinda etkili olabilmektedir (Herman ve
Herman, 2023; Kepekgi vd., 2021; Oliveira vd., 2024). Ozellikle serbest radikalleri temizleme
ve bakterisidal etki gosterme kapasiteleri, proliferatif asamadaki yaralarin tedavisinde kritik
oneme sahiptir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS; Reactive oxygen species), hiicresel membranlar,
DNA, proteinler ve lipitlerde zarar meydana getirerek ciddi doku hasarina ve hatta neoplastik
doniisiime yol acar. Bu nedenle, kronik yaralarin iyilesmesi i¢in antioksidan 6zelliklere sahip
fitokimyasallarin kullanimi da 6nemlidir. Yaralar1 enfekte eden patojenlerin iltihaplanmaya
neden oldugu ve bu durumun yara iyilesme siirecini geciktirdigi de dikkat ¢ekici bir gergektir.
Fitokimyasallarin bu siiregteki olumlu etkileri, enfekte yaralarin yonetimi ve iyilesme
stirecinde dnemli bir avantaj sunmaktadir. Kronik yaralarda, yara bolgesinde biriken yiiksek
diizeyde enflamatuvar hiicre kaynakli proteinazlar, ECM’nin bozulmasim artirmaktadir. Bu

proteinazlar ayrica, fibroblastlarin fonksiyonunda etkili olan sitokinler ve biiytime faktorlerini
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bozarak fibroblastlarin ECM salgilama kapasitelerini dolayli olarak etkilemekte ve iyilesme
siirecinin uzamasina neden olmaktadir. Bu noktada, bitki metabolitlerinin antienflamatuvar
aktivitesi ile enflamasyonun kontrol altina alinmasi, kronik yaralarin iyilesmesi igin dnemli
bir strateji olarak degerlendirilmektedir. Tanenlerin yara iyilesmesindeki etki
mekanizmasinin, proliferatif asamada anjiyogenez, kollajen birikimi, graniilasyon dokusu
olusumu, epitelizasyon ve yara kasilmasi gibi siireclerle gerceklestigi belirtilmistir (Kepekgei
vd., 2021). Bu etkiler, tanenlerin giiglii antioksidan ve antibakteriyel aktivitelerinin sinerjik
etkilerine bagl oldugu diistiniilmektedir. Ek olarak, tanenlerin astrenjan 6zelliklerinin de yara
iyilesme aktivitesine 6nemli bir katki sagladigi rapor edilmistir. Esansiyel yaglar, bitkiler
tarafindan biyosentezlenen monoterpenler ve seskiterpenler gibi diigitk molekiiler agirlikli
ucucu metabolitlerden olusan genis bir ikincil metabolit grubudur. Cesitli yara iyilesmesi
calismalarinda kekik yagi (timol ve karvakrol), tar¢in yagi (sinnamaldehit), ¢cay agact yagi,
karanfil yagi, sandal agac1 yagi, lavanta yag1 gibi esansiyel yaglarin yara iyilestirici potansiyeli
gosterilmektedir Esansiyel yaglarin giliclii antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuar
aktiviteleri, yara iyilesme siireglerini destekleyerek bu malzemelerin etkinligini artirmaktadir.
Flavonoidler, astrenjan ve antimikrobiyal &zellikleri sayesinde yara kapanmasini
destekleyerek ve epitelizasyon oranini artirarak yara iyilesme siirecini olumlu yonde etkiler.
Ayrica, flavonoidlerin serbest radikal temizleyici aktivitesi, lipid peroksidasyonunu azaltarak
hiicre nekrozunun baslamasini Onleyebilir veya yavaslatabilir, boylece yara iyilesmesini
destekler (Al-Sheerazee vd., 2024; Fraj vd., 2019; Herman ve Herman, 2023; Oliveira vd.,
2024; Rahman vd., 2020)..

Acalypha indica, Achillea millefolium, Aloe vera, Arrabidaea chica, Azadirachta
indica, Betula utilis, Calendula officinalis, Centella asiatica, Curcuma longa, Echinacea
purpurea, Gymnema sylvestre, Hypericum perforatum, Matricaria chamomilla ve Satureja
cuneifolia gibi bircok bitkinin ekstresi, ¢esitli dogal veya sentetik polimerlerle formiile
edilerek yara iyilesmesi ¢alismalarinda kullanilmistir (Canpolat vd., 2021; Guleken vd., 2021;
Herman ve Herman, 2023; llhan vd., 2020; Ishfaq vd., 2023; Kaya ve Dogan, 2022; Liu vd.,
2023). Bitki ekstresi yiiklii yara Ortiilerinin yara iyilestirici aktivitelerinin temel nedeni bu bitki
Ozlerinde bulunan fenolik asitler, flavonoidler, hiperisin, psddohiperisin, ugucu yaglar,
terpenoidler, seskiterpenler, kumarinler, saponinler ve diger polifenoller gibi bitkisel {iriinlerin

aktif bilesenlerinin tekli ya da sinerjik etkilerinden kaynaklandig: bildirilmektedir.

Mevcut veriler, bitki kaynakli yara ortiilerinin yara yonetiminde biiyiik bir potansiyel

tagidigini gostermesine ragmen, maliyet, tekrarlanabilirlik ve iiretim kapasitesi gibi bazi
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sinirlamalar bulunmaktadir. Ayrica, yara Ortiilerinin iiretiminde kullanilan cesitli bitkisel
metabolitler, belirli hassasiyetlere sahip bireylerde alerjik reaksiyon riskini de beraberinde
getirebilir. Bu anlamda, bitkisel ekstre yiiklii yara ortiilerinin yalnizca alerjik etki agisindan
degil, aym1 zamanda farkli {irtin partilerinde tekrarlanabilirligini saglamak i¢in kapsamli
kimyasal ve toksikolojik analizlere tabi tutulmasi gerekmektedir. Bitki materyallerinin
kokeninin, bu materyallerin 6zelliklerini etkileyebilecegi ve farkli bolgelerde yetisen ayn1 bitki
tiirlerinin, partiler arasinda degisikliklere yol agabilecek sekilde, farkli fiziksel ve biyolojik
aktivitelere sahip biyomateryaller iiretebilecegi bilinmektedir. Bu durum, bitkisel etkin madde
igeren yara Ortiilerinin standardizasyonu ve giivenligi agisindan dikkate alinmasi gereken
onemli bir faktdrdiir. Baz1 bitki biyoaktif molekiillerinin miktarinin ticari iiretim i¢in yeterli
olamamas1 ve kaliteli malzemelerin elde edilmesini saglamak i¢in kullanilan ekstraksiyon
yontemlerinin dogrulugunun teyit edilmesi gerekmektedir. Bitki ekstraktlarinda bulunan
fitokimyasallarin kimligi ve miktarinin belirlenmesi, ayrica yaralarin yonetimi i¢in yeni yara
ortiisii formiilasyonlar1 gelistirmek amaciyla ekstre standardizasyonunun saglanmasi ve
biyoaktif bilesiklerin toksik olmayan dozlarinin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida ¢alisma yapilmasi
gereklidir (Herman ve Herman, 2023; Kepekgi vd., 2021). Bunun disinda, bitkisel iiriinlerin
aktif bilesenlerinin biyoyararlanimindaki sinirlamalar arasinda diisiik ¢oziiniirlik, viicut
stvilarinin pH’sina bagh diisiik stabilite, bagirsak mikroflorasinin etkisiyle yetersiz
metabolizma, bagirsak duvarindan diisiik emilim, zayif aktif geri tasima mekanizmasi ve ilk
gecis metabolik etkileri gibi unsurlar yer almakta ve bu durum klinik caligmalarin
basarisizlikla sonuglanmasina neden olmaktadir. Bu kapsamda bitkisel kaynakli ilaglar i¢in
aktif bilesenlerin ¢oziiniirliigiinii, stabilitesini, biyoyararlanimin1 ve gastrointestinal
gecirgenligini artirmak i¢in ilag tasiyici sistemler gibi yenilik¢i farmasotik sistemler ile

formiile edilmeleri gerekmektedir (Rahman vd., 2020).

Tim bu sinirlamalara ragmen, biyouyumluluk, verimlilik ve zengin fitokimyasal
icerikleri gibi dstiin ozellikleri nedeniyle genellikle sentetik alternatiflere gore Dbitkisel
kaynakli  biyomalzemeler avantajlidir. Yara iyilesme siirecinde antimikrobiyal,
antienflamatuvar ve antioksidan aktiviteler gibi ¢esitli biyoaktiviteler sergileyen bu
materyaller, yara Ortiisii ¢caligmalarinda bitki biyoaktif molekiillerine olan ilginin artmasini
aciklamaktadir. Bu alandaki ¢alismalar, tamamen biyoaktif, biyolojik olarak parcalanabilir ve
stirdiiriilebilir yara ortiilerinin klinik uygulamalara kazandirilmasi amaciyla, yara Ortiisii
malzemelerine katki maddesi olarak saflagtirilmis bitki metabolitlerinin uygulanmasina
odaklanmaktadir. Boylelikle hem etkili hem de ¢evre dostu yara ortiileri gelistirilmesi

mimkiin hale gelecektir (Kepekgi vd., 2021). Farmasotik teknolojideki hizli gelismeler,
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bitkisel {irtinlerin aktif bilesenleri ile birlestirilmis yeni nesil yara ortiilerinin gelistirilmesine
onemli katkilarda bulunmustur. Ozellikle, bitki ekstreleri veya bitkisel molekiilleri igeren
nanolifler, hidrojeller, kopiikler, filmler, nanopartikiiller ve bunlarin kompozitleri kullanilarak
yeni nesil yara oOrtiisii biyomalzemeleri gelistirilmistir (Guleken vd., 2021; Herman ve
Herman, 2023; Ilhan vd., 2020; Ishfaq vd., 2023; Karagiil vd., 2024). Bu ilerlemeler, bitkisel
diriinlerin aktif bilesenlerini iceren biyomalzemelerin yara ydnetiminde etkin kullaniminm

artirarak daha inovatif ve etkili ¢6ziimler sunma potansiyeli tagimaktadir.

1.4.2. Antimikrobiyal Madde ve Yara Tedavisi

Bakteriyel enfeksiyon, yara iyilesmesinde karsilagilan baglica sorunlardan biridir.
Yaralanmis deri, ilk olarak biitlinliigiinii kaybeder ve mikroorganizmalar i¢in aktif bir girig
noktasi haline gelir. Bu nedenle, her yara potansiyel bir bakteriyel kontaminasyon riski tagir
ve iyilesme siirecinin miimkiin olan en kisa siirede baglamasi, derinin biitlinliigiiniin yeniden
saglanmas1 ve enfeksiyon riskinin azaltilmasi agisindan 6nemlidir. Bakteriyel penetrasyon
gerceklestiginde, yara bolgesi nem, sicaklik ve beslenme agisindan patojenlerin biiyiimesi i¢in
elverigli bir ortam sunar. Bakterilerin istilasi sonrasinda, bakteriler farkli mekanizmalarla yara
iyilesmesini geciktirebilir. Bakteriler, dokunun besin ve oksijenini tiiketir ve endotoksin
iretirler. Bu durum, yara bdlgesinin genislemesine, hipoksiye, damar tikanikligina ve sonunda
lokal yara bolgesinde doku 6liimiine yol agabilir. Yara mikrobiyolojisinin kontaminasyondan
enfeksiyona kadar farkli asamalari bulunmaktadir. Diisiik diizeyde bakteriyel
kontaminasyonun, olumlu enflamatuvar evreleri tetikledigi ve artan kan akisi ile iliskili olarak
yara iyilesmesini destekledigi bilinmektedir. Ancak, kritik bakteriyel kolonizasyon ve
enfeksiyonlar, yara iyilesmesinde gecikmelere ve hatta bakteriyel yiikiin ciddiyetine baglh
olarak hayati tehdit eden sepsis veya ¢oklu organ yetmezligine neden olabilir. Yaralarda
enfeksiyonun erken evresinde genellikle Staphylococcus aureus (S.aureus) ve Streptococcus
pyogenes gibi gram-pozitif bakteriler bulunurken, yaranin ilerleyen asamalarinda gram-negatif
bakteriler ortaya ¢ikar. Yalnizca Amerika Birlesik Devletleri'nde her yil yaklasik 14 milyon
insan, deri ve yumusak doku enfeksiyonlarindan etkilenmekte ve bu durum hem yasam
kalitesinde diisiise hem de ekonomik bir yiikiin artmasina neden olmaktadir. Bu nedenle ideal
bir yara Ortlisinden beklenen Ozelliklerden biri de mikrobiyal penetrasyonunun

engellenmesidir (Bal-Ozturk vd., 2021).

Giiniimiizde, mikrobiyal enfeksiyon olmadan yeterli yara iyilesmesini saglamak igin,

antimikrobiyal etki gosteren ya da antimikrobiyal ajanlarla birlestirilmis hidrojel, film, siinger
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veya nanolif yapidaki gesitli yara ortiisii materyalleri gelistirilmistir (Azad vd., 2004; Chen
vd., 2025; Daristotle vd., 2020; Egozi vd., 2015; Elsner vd., 2011; Hurler vd., 2012; Ignatova
vd., 2009; Jiang vd., 2016; Li vd., 2012; Monteiro vd., 2015; Muwaffak vd., 2017; Oztiirk vd.,
2006; Patil ve Wairkar, 2024; Sandri vd., 2013; Shi vd., 2019; Sohrabi vd., 2016; Tao vd.,
2024). Baz1 arastirma gruplari, kitozan gibi dogal antimikrobiyal aktiviteye sahip polimerleri
kullanarak yara ortiileri tiretmeye odaklanmistir (Azad vd., 2004; Ignatova vd., 2009). Ancak,
bu materyallerin antibakteriyel kapasiteleri yara enfeksiyonlarini 6nlemek i¢in yeterli
bulunmamistir. Bu nedenle, gentamisin, vankomisin ve neomisin gibi antibiyotikler; giimiis,
altin ve ¢inko oksit gibi inorganik nanopartikiiller, esansiyel yaglar veya bal, bor, kurkumin
gibi c¢esitli dogal kaynakli antimikrobiyal ajanlar polimerik materyallere yiiklenerek yara
ortiisii hazirlanmstir (Ait Abderrahim vd., 2019; Bal-Oztiirk vd., 2024; Egozi vd., 2015;
Muwaffak vd., 2017; Suntar vd., 2011). Tao vd. (2024) tarafindan yapilan ¢alismada, yiiksek
esneklige sahip kitozan bazli kompozit filmler gelistirerek bu sistemin antibakteriyel ilag
salimi ve dolayisiyla yara iyilestirme siireglerindeki potansiyeli arastirilmigtir. Caligmada,
antimikrobiyal olarak tetrasiklin hidrokloriir ve giimiis siilfadiazin kullanilmis; bu ajanlar, ilag
tastyici olarak tasarlanan kitozan filmlere ilave edilmistir. Bu yapi sayesinde, etkin maddelerin
kontrollii salimi1 saglanirken, ayn1 zamanda Escherichia coli (E.coli) ve S.aureus tizerinde
anlamli antimikrobiyal etkiler saglanabildigi tespit edilmistir. Patil ve Wairkar (2024)
tarafindan gergeklestirilen g¢alismada, mupirosin yiiklii film olusturan kitozan sprey
gelistirilmis ve bu sistemin yara iyilesmesi ile antimikrobiyal etkinligi degerlendirilmistir.
Formiilasyonun E.coli ve S.aureus’a karsi anlamli antimikrobiyal etki gosterdigi
belirlenmistir. Ayrica, in Vvivo yara iyilesme modeli kullanilarak yapilan hayvan
calismalarinda, 14. giinde gozle goriiliir sekilde daha hizli yara kapanmasi ve 21. glinde normal
seviyelere donen TGF-B1 seviyeleri tespit edilmistir. Histopatolojik analizler de bu bulgular
desteklemis ve formiilasyonun epitel rejenerasyonunu basariyla destekledigi gozlenmistir.
Chen vd. (2025) tarafindan yapilan ¢alismada, bitkisel kaynakli antimikrobiyal etkili berberin
hidrokloriir igeren jelatin-kitozan bazli bir film tasarlanarak, antimikrobiyal, antioksidan ve
elektriksel iletkenlik Ozellikleri {izerinden enfekte yara iyilesmesini destekleyici etkileri
degerlendirilmistir. In vitro testlerde formiilasyon E.coli ve S.aureus tizerinde >%99 oraninda
antimikrobiyal etki gostermistir. In vivo modellerde ise anjiyogenezi destekledigi,
enflamasyonu azalttigi ve fibroz doku olusumunu hizlandirarak yara iyilesmesini belirgin
sekilde artirdigi tespit edilmistir. Film ayrica sitotoksisite ve hemoliz testlerinden basariyla
gecmis ve iyi biyouyumluluk gostermistir. Bu bulgular, antimikrobiyal tedavinin yara

tedavisinde potansiyel bir alternatif olabilecegini gostermektedir.
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Tek basina bitkisel kaynakli maddelerin ya da antimikrobiyallerin yeterli etkinlikte
olamadig: tespit edilince bu tez ¢alismasinda yara iyilesmesinde bu iki etkenin birlikte

kullanimina karar verilmistir.
1.5. Yara Ortiisii Olarak Kullanilan Tasiyic1 Sistem ve Formiilasyonlar
1.5.1. Filmler ve Hidrojeller

Hem yara bakiminda beklenen ozellikleri saglayabilme kapasiteleri hem de film
formundaki uygulama kolayliklari nedeniyle genellikle poliiiretandan {iretilmis elastik,
sentetik ince filmler yara Ortiisii uygulamalarinda 6ne ¢ikmaktadir (Dhivya vd., 2015; Fonder
vd., 2008; Kurtoglu ve Karatas, 2009; Nguyen vd., 2023; Saghazadeh vd., 2018; Tiwari vd.,
2023) ve ticari olarak Opsite™, Tegaderm™ ve Biooclusive™ isimleriyle piyasada
bulunmaktadir. Bu filmler, elastik ve seffaf yapilar1 sayesinde uygulandiklar1 bolgede hareket
ozgirliigii saglamakta ve yara oOrtiisiinii ¢ikarmadan iyilesme siirecinin izlenebilmesine olanak
tanimaktadir. Ancak, diisiik eksiida absorpsiyonu nedeniyle yalnizca diisiik eksiidal yaralarda
kullanilabilmeleri ve biyodegredable olmamalari, ¢ikarildiklarinda yaranin zarar gérme riskini

artirmalar1 gibi dezavantajlar, bu tirtinlerin kullanimi kisitlayabilmektedir.

Bu siirlamalar1 agmak i¢in alternatif bir yaklasim olarak su ile biiyiik oranda sigebilen,
capraz bagl ii¢ boyutlu ag yapisina sahip polimerik hidrojeller gelistirilmistir (Alven vd.,
2022; Boateng vd., 2008; Biike ve Kiligarslan, 2025; Dhivya vd., 2015; Kamoun vd., 2017;
Kumar vd., 2017; Kurtoglu ve Karatag, 2009; Nguyen vd., 2023; Saghazadeh vd., 2018; Tiwari
vd., 2023). Hidrojeller, hidrofilik yapilariyla yaralara nem saglayabilmekte, su absorbe
edebilen porlu yapilari sayesinde eksiliday1r uzaklastirmakta ve gaz gegirgenlikleri ile yara
mikro gevresinin oksijenlenmesini saglamaktadir. Yumusak ve elastik ozellikleri sayesinde
kolayca uygulanabilmekte ve ¢ikarildiklarinda hasara neden olmamaktadir. Hidrojeller, jel
formunda dogrudan yara yiizeyine uygulanabildigi gibi, polimerik film halinde de
kullanilabilmektedir (Boateng vd., 2008; Fonder vd., 2008; Sannino vd., 2009). Jel formunda
kullanildiginda genellikle ikincil bir gazli bez sargisina ihtiya¢ duyulmasi ve sik sik
degistirilme gereksinimi dezavantaj olustururken, film formunda bu sorunlarin iistesinden
gelinmektedir. Ayrica, gazli bezlere emdirilmis hidrojel formiilasyonlar ile geleneksel yara

ortiileriyle kombine kullanimlart da bulunmaktadir (Saghazadeh vd., 2018).
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Film seklindeki hidrojel yara ortiileri, kullanilan polimerik materyallere goére farkl
isimlerle anilmaktadir. Hidrofilik kolloidal polimerlerin yani sira elastomer ve adezif
bilesenler i¢eren filmler hidrokolloidler olarak adlandirilir. Bu yapilarin mekanik dayaniklilig:
yiiksek olsa da su buhar1 gegirgenlikleri daha diistiktiir (Boateng vd., 2008; Dhivya vd., 2015;
Fonder vd., 2008; Saghazadeh vd., 2018). Bir diger hidrojel 6rnegi aljinatlardir. Aljinat,
mannuronik ve guluronik asit birimlerinden olusan biyolojik olarak parcalanabilen dogal bir
polisakkarittir. Kalsiyum iyonu gibi +2 degerlikli katyonlarla fiziksel olarak capraz baglanarak
hidrojel olusturur. Hemostatik 6zellikleri nedeniyle kiigiik ¢apli kanamalarin kontroliinde
kullanilir ve yara iyilesmesini destekleyici biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmektedir
(Boateng vd., 2008; Biike ve Kiligarslan, 2025; Dhivya vd., 2015; Fonder vd., 2008; Kurtoglu
ve Karatag, 2009; Nguyen vd., 2023; Saghazadeh vd., 2018). Eger hidrojel karboksimetil
seliiloz (CMC; Carboxylmethyl Cellulose) liflerinden olusuyorsa hidrofiber olarak adlandirilir
ve yapisal olarak aljinatlara benzer 6zelliklere sahiptir (Richetta vd., 2011).

Hidrojel yara ortiileri i¢in kullanilan diger polimerler arasinda kitozan, soy proteini,
polivinil alkol (PVA), karbopol, jelatin, kolajen, hidroksi etil seliloz (HEC; Hydroxyethyl
Cellulose), hidroksi propil metilseliiloz, polivinil pirolidon (PVP), polikaprolakton (PCL;
Polycaprolactone), kondroitin siilfat, glikozaminoglikanlar, fibrin, dekstran ve polimetil
metakrilatlar (PMMA) gibi pek c¢ok dogal ve sentetik polimer yer almaktadir (Biike ve
Kiligarslan, 2025; Chen vd., 2025; Gobi vd., 2021; Kamoun vd., 2017; Patil ve Wairkar, 2024;
Saghazadeh vd., 2018; Tao vd., 2024). Bu gelismis materyallerle hazirlanan hidrojeller, nem
kontrolii, enfeksiyon onleme ve iyilesmeyi hizlandirma gibi 6zellikleriyle modern yara
bakiminda siklikla tercih edilmektedir. Ticari iiriinler olarak genis bir yelpazede kullaniciya
sunulmakta ve teknolojinin de gelismesiyle birlikte yara bakimi alaninda giderek daha fazla
kullanilmaktadir (Cizelge 1.1.).
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Cizelge 1.1. Ticari iiriin haline gelmis film ve hidrojel yara ortiileri (Biike ve Kiligarslan, 2025)

Uriin Sirket Polimer Aciklama

Bioclusive™ Johnson & Johnson  Poliiiretan Film

Opsite™ Flexigrid ~ Smith & Nephew Poliiiretan Film

Tegaderm™ 3M Health Care Poliiiretan Film

Intrasite™ Smith&Nephew Modifiye CMC Jel hidrojel

Nu-gel™ KCI Medical Sodyum aljinat Jel hidrojel

Agquaform™ Aspen Medical Modifiye nisasta Jel hidrojel

Purilon™ Coloplast Aljinat Jel hidrojel

Restore® Hydrogel ~ Hollister Aljinat Jel hidrojel

Geliperm® Geistlich Sons PMMA’lar Jel ve film hidrojel

Sorbsan™ BerTec Kalsiyum aljinat Gazli beze emdirilmis

Kaltostat™ ConvaTec Sodyum-kalsiyum aljinat ~ Gazli beze emdirilmis

Algisite™ M Smith&Nephew Kalsiyum aljinat Gazli beze emdirilmis

Tegagel™ 3M Health Care Kalsiyum aljinat Gazli beze emdirilmis

Aquacel™ ConvaTec NaCMC Gazli bez emdirilmis

Granuflex™ ConvaTec CMC, jelatin, pektin Poliiiretan filme yapismis

hidrokolloid

Comfeel™ Coloplast NaCMC, HEC, Kalsiyum  Poliiiretan filme yapismis
aljinat hidrokolloid

Tegasorb™ 3M Health Care Poliizobiitilen Poliiiretan filme yapismis

hidrokolloid

Polimerik filmler, ¢6ziicii dokme, eriyik presleme, eriyik ekstriizyon, kabarcik iifleme,

iic boyutlu (3B) baski ve

nanolif

teknolojilerini

igeren

cesitli  yontemlerle

hazirlanabilmektedir. Coziicli dokme ydntemi, diisiik maliyetli ve dlgeklenebilir bir islem
olmasi nedeniyle en yaygin tercih edilen yontemdir (Bal-Oztirk vd., 2024; Biike ve
Kiligarslan, 2025; Goyanes vd., 2016; Hafezi vd., 2019; Jayram vd., 2025; Oliveira vd., 2024).
Son yillarda 3B baski teknolojileri, daha karmasik yapilarin elde edilmesine imkan vermesi ve
kisiye Ozel tasarimlar olusturma imkani sunmasi nedeniyle 6ne ¢ikan yontemlerdendir.
Calismamizda kullanilmis olan film iretim yontemleri 6zellikle 6nformiilasyon agamasinda
film olusumunu tespit etmek icin kullanilan ¢dziicii dokme yontemi ve 3B baski yontemi

oldugu i¢in sadece bu yontemlerle ilgili incelemelerimiz 6zetlenecektir.

15.1.1. Coziicii Dokme Yontemi

Coziicii dokme yontemi, diisiik maliyetli ve kolay uygulanabilir olmasi yoniiyle
polimerik filmlerin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. Bu yontem, temel
olarak polimerik bir ¢ozeltinin veya jelin diiz ve yapiskan olmayan bir zemine dokiilerek
kurutulmasini igerir. Kurutma islemi sonrasinda ¢6ziicii buharlasir ve kuru filmler yiizeyden

cikarilarak elde edilir (Biike ve Kiligarslan, 2025; Devi ve Dutta, 2017; Egozi vd., 2015;
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Goyanes vd., 2016; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Hafezi vd., 2019; Kariduraganavar vd.,
2014; Kilicarslan vd., 2018; Wathoni vd., 2016). Coziicii dokme islemi sirasinda, homojen bir
karisim saglamak amaciyla genellikle oda sicakliginda veya biraz {izerinde buharlagabilen
coziicliler tercih edilir. Ayrica, ¢oziiclinlin yavas buharlasmasi, filmde kabarcik veya yari
kristal ¢okelti olusumlarin1 6nlemek ve kaliteli filmler elde etmek icin dnemlidir. Kaynama
noktasi 60-100°C arasinda olan ¢6ziiciilerin kullanimai, film kalitesini artirmak agisindan daha
uygundur. Kiiclik 6lcekli uygulamalarda homojen kalinlikta filmler, yalnizca polimer
¢Ozeltisinin diiz bir yilizeye dokiilmesiyle hazirlanabilirken, daha biiyiik 6lgeklerde bu yontem,
otomatik film makineleri gibi endiistriyel sistemlere kolayca uyarlanabilmektedir. Katmanlar
halinde film hazirlama olanagi sunmasi ve laboratuvar 6lgeginden endiistriyel dlcege kadar
Olceklenebilir olmasi, ¢oziicii dokme yontemini oldukca avantajli hale getirmektedir (Biike ve
Kiligarslan, 2025; Gomes Neto vd., 2019; Kariduraganavar vd., 2014; Khan vd., 2016). Sekil

1.3.’te, bu yontemin farkli lgeklerde uygulanmasini sematize eden bir 6rnek gosterilmektedir.
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Sekil 1.3. Laboratuvar kosullarinda (A) ve daha biiyiik dlgeklerde (B, C) ¢oziicli dokme yontemiyle
polimerik film hazirlaniginin sematik gosterimi (Biike ve Kiligarslan, 2025)

Literatiirde yer alan ¢alismalarin cogunda, daha yeni teknolojilerin gelismesine ragmen
daha once belirtilen avantajlar1 nedeniyle ¢oziici dokme yonteminin yara Ortiisii
calismalarinda hala tercih edildigi gorilmektedir (Ahmady vd., 2022; Al-Sheerazee vd., 2024;
Aydin ve Zorlu, 2022; Bal-Oztiirk vd., 2024; Ceylan, 2021; Colobatiu vd., 2019; Escarcega-
Galaz vd., 2018; Gunes vd., 2020; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Jayram vd., 2025; Karagiil
vd., 2024; Oliveira vd., 2024).

1.5.1.2. Uc¢ Boyutlu (3B) Baski Teknolojileri

Gunimiizde teknolojik yeniliklerle birlikte, geleneksel ilag iiretim yoOntemlerine
alternatif olarak gelistirilen teknolojilere yonelim artmistir. Bu yeni teknolojilerden biri olan
ii¢ boyutlu (3B) baski yontemi, 6zellikle kisisellestirilmis ila¢ sekillerinin tiretiminde umut
vaat etmektedir. Geleneksel yontemlerle iiretilmesi miimkiin olmayan bireysel ihtiyaglara

yonelik ilag¢ sekillerinin 3B baski ile tiretilebilmesi, farmasdétik alanda yeni bir ¢igir agmustir.
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Ozellikle, miirekkep piiskiirtme esasli baski (IJP; inkjet printing) yéntemiyle iiretilen ve
Spritam® adryla bilinen tabletler, 2015 yilinda Amerikan Gida ve ila¢ Kurumu (FDA; Food
and Drug Administration) tarafindan onaylanarak, farmasétik alanda 3B baski teknolojisine
olan ilgiyi biiylik dl¢iide artirmistir. Literatiirde, 3B baski teknolojisi ile farkli ilag sekillerinin
basariyla tiretildigi belirtilmektedir. 3B baski, onceden tasarlanmig 3B objelerin Bilgisayar
Destekli Tasarim (CAD; Computer-Aided Design) yardimiyla malzemelerin katmanlar
halinde st Uste biriktirilerek tretilmesi esasina dayanmaktadir (Abdelhamid vd., 2024;
Bishnoi vd., 2024; Biike ve Kiligarslan, 2024; Biike ve Kiligarslan, 2025; Cardoso ve Araujo,
2024; Gultekin vd., 2019; Giltekin vd., 2022; Huanbutta vd., 2023; Ianno vd., 2024;
Kiligarslan vd., 2023; Kulkarni vd., 2024; Negiz ve Ilbasmis Tamer, 2024; Oliveira vd., 2021;
Oto ve Yilgor Huri, 2024; Pavan Kalyan vd., 2023; Vlachou vd., 2025; Yilgér Huri ve Oto,
2022). Farmasotik endiistride, 3B baskinin en 6nemli avantajlarindan biri, tedavinin etkinligini
ve giivenligini artirmak amaciyla hastalarin bireysel gereksinimlerine goére uyarlanmis
driinlerin dretimini miimkiin hale getirmesidir. Geleneksel ilag sekillerinin iiretiminde
benimsenen “herkes i¢in ayni1* yaklasimi, biiylik 6l¢ekli seriler halinde, sinirli doz araliginda
kitlesel liretime dayanir. Ancak bu yaklasim, hastalar arasindaki bireysel farkliliklar1 goz ardi
ederek, tedaviye verilen yanitlarda 6nemli varyasyonlara, beklenen etkinin azalmasina veya
toksisite riskine yol agabilmektedir (Alhnan vd., 2016; Carou-Senra vd., 2024; lanno vd.,
2024; Milliken vd., 2024). Hastaya 6zgl doz, ilag sekli ve tasarimi dikkate alinarak, bireyin
yas, kilo, cinsiyet, eslik eden hastaliklar, ila¢ kullanimi, fizyoloji, genetik yap1, metabolizma,
yasam tarzi ve rutinleri gibi tlim hasta 6zellikleri g6z 6niinde bulundurulup, bireyin ihtiyacina
en uygun tedaviyi dogru dozda ve dogru zamanda saglayan kisisellestirilmis ilaglarin
iiretiminde 3B baski teknolojilerinin kullanim1 6nemli bir yenilik ve biiyiik bir gelisme olarak
kabul edilmektedir (Beer vd., 2021; Biike ve Kiligarslan, 2024). Ayrica, bu yontemle
geleneksel iiretim teknikleriyle hazirlanmasi zor olan karmasik yapi ve geometrilere sahip
yenilikgi ila¢ salim sistemleri gelistirilebilir. Bunun yaninda, kitlesel {iretim yerine talep odakli
iretim yapilabilmesi, maliyetlerin azaltilmasini ve {iretim siirecinin verimliliginin artirilmasini

saglamaktadir.

Farmasotik ilag sekillerinin {iretiminde, 3B baski teknolojileri farkli kaynaklarda farkli
sekillerde siiflandirilmakla beraber, temelde ii¢ farkli mekanizma ile uygulanabilmektedir
(Sekil 1.4.) (Bishnoi vd., 2024; Boateng, 2024; Biike ve Kiligarslan, 2025; Goole ve Amighi,
2016; Kilicarslan ve Gencel, 2020; Kilicarslan vd., 2023; Negiz ve {lbasmis Tamer, 2024).
Miirekkep piiskiirtme sistemleri (IJP) bir zemin lizerine ¢dziicii olarak baglayici ¢dzeltinin

siirekli (Sekil 1.4.B) veya istege baglh (Sekil 1.4.A) dijital kontrollii olarak kiigiik sivi
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damlalarin tabakali bir sekilde birikmesi esasina dayanir. Ekstriizyon esash sistemler, polimer
ve diger bilesenlerin 3B baskidan once karistirilarak hazirlanan viskoz yar1 kati veya erimis
kat1 karisimlariin bir noziil bashigindan ekstriide edilmesiyle dogrudan baski yapilan
sistemlerdir (Sekil 1.4.E-F). Herhangi bir 1s1l islem olmadan viskoz bir yar1 katinin ekstriide
edilmesiyle (SSE; Semi Solid Extrusion) (Sekil 1.4.E) veya termoplastik bir polimerin yiiksek
sicaklikta eritilerek ekstriizyonu (FDM; Eriyik Yigma Modelleme) ile baski yapilabilir (Sekil
1.4.F). Lazer esash baski sistemleri ise polimerik materyallerin sistemde yer alan 151k
kaynagiyla etkilesimine dayanan bir baski yontemidir (Sekil 1.4.C-D). Fotobaslatici igeren
polimerlerin fotopolimerizasyonu (SLA; Stereolitografi) (Sekil 1.4.C) veya polimerik toz
materyallerin sivilagarak kaynagmasi ve katilasmasi (SLS; Secici lazer sinterleme) ile baski
yapilabilir (Sekil 1.4.D).
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Sekil 1.4. Eczacilik alaninda kullanilan 3B bask1 teknolojilerinin sematik gdsterimi; A) Istege bagli-
damlacik B) Siirekli miirekkep piiskiirtmeli inkjet, C) SLA, D) SLS, E) SSE, F) FDM (Biike ve
Kiligarslan, 2025).

Son yillarda farmasétik iriinlerin gelistirilmesinde en ¢ok arastirilan 3B baski
teknolojileri arasinda, malzeme ekstriizyonuna dayali tekniklerden biri olan SSE one
¢ikmaktadir. SSE teknigi kullanilarak ilag sekillerinin {iretimine dair ilk ¢alisma Khaled vd.
(2014) tarafindan bildirildikten sonra, bu yo6ntemin Kkisisellestirilmis ila¢ tiretimindeki
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avantajlarin1 ortaya koyan ¢ok sayida arastirma yayimlanmis ve literatiirdeki bilimsel
yayinlarin sayist hizla artmistir. SSE ydntemi, robocasting, soguk ekstriizyon esaslt baski,
hidrojel-forming ekstriizyon, biyobaski, dogrudan miirekkep baski, sicak eriyik pnomatik
ekstriizyon, mikro-ekstriizyon ve basing destekli mikrosiringa (PAM; Pressure-assisted
microsyringe) gibi cesitli isimlerle de literatiirde yer almaktadir. SSE, yari-kati
formiilasyonlarin baski miirekkebi olarak kullanildigi bir 3B baski teknigidir. Bu
formiilasyonlar genellikle tek kullanimlik bir siringaya yerlestirilir ve receteye veya baski
ihtiyacina bagl olarak degisebilen ¢aplara ve tiplere sahip bir noziil araciligiyla ekstriide edilir.
Ekstriizyon mekanizmasi pnomatik veya mekanik sistemler seklinde olabilir (Sekil 1.5.A).
Siringaya uygulanan basing sayesinde materyal, baski tablasi iizerine katman katman birakilir
ve istenilen ilag seklinin boyutu ve geometrisi elde edilene kadar bu islem devam eder. Su ana
kadar yapilan en ¢ok su bazli formiilasyonlarin ¢alisildig1 ve yapi nin korunmasini saglamak
amaciyla bir katilagtirma adimi gerektigi goriilmektedir. SSE’nin en 6nemli avantajlarindan
biri, oda sicakliginda calisilabilmesidir. Bu sayede, 1s1ya duyarli etkin maddeler ile caligmak
miimkiin hale gelir. Ayrica, bu yéntemin ilag liretiminde sundugu diger bir avantaj da, etkin
maddenin dogrudan jel, krem veya macun formundaki matris i¢ine kolayca dahil
edilebilmesidir. Bu 6zellik, dozun kisisellestirilmesini ve salim profilinin istenen sekilde
ayarlanmasimi kolaylastirir. Ancak, SSE yontemi miirekkep hazirlama ve baski islemi
acisindan kolay gibi goriinse de baski kalitesini etkileyen bazi Kritik hususlar mevcuttur. (Funk
vd., 2023; Oliveira vd., 2021; Seoane-Viano vd., 2021).
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Sekil 1.5. SSE 3B baski tekniginin sematik gdsterimi, ekstriizyon iglemiyle ilgili kritik parametreler
(ekstriizyon mekanizmalari, parametreler, noziil tirii ve ¢ap1) ve hammadde tiirleri ((Funk vd.,
2023)’den uyarlanmistir)
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Yazici kafasinin hareket hizi kritik bir parametredir (Sekil 1.5.B). Cok hizli hareket,
malzemenin tablaya diizgiin yapismamasina, ¢ok yavas hareket ise ayn1 noktaya fazla materyal
birikmesine neden olabilir. Bu da katman kalinlig1 ve iiriin boyutlarinda sapmalara yol acar.
Baski hizi, miirekkebin akiskanligi ile uyumlu olacak sekilde optimize edilmelidir. Bask1
sirasinda uygulanan basing, 6zellikle pnomatik sistemlerde, noziil ucundan ¢ikan materyal
miktarini belirler. Baski basincinin manuel olarak ayarlanmasi, deneyimler arasi degiskenlige
yol agabilir. Ideal durumda, baski basincinin yazilim iizerinden hassas ve sabit bir deger olarak
ayarlanmasi Onerilmektedir. Basarili bir baski i¢in en 6nemli adimlardan biri de, ilk katmanin
diizgiin sekilde yerlestirilmesidir. Ik katmanin yiizeye iyi tutunmasi, sonraki katmanlarin
hizali ve stabil bir sekilde birikmesini saglar. Eger ilk katmanda eksik veya hatal1 yerlesim
olursa, baski siireci ilerledik¢e yapi bozulur, katmanlar kayar ya da ¢okme olusabilir. Noziil
ile baski tablasi arasindaki mesafe, ekstriide edilen miirekkepler diizgiin sekilde yerlesmesini
etkiler. Bu mesafe ¢ok kisa olursa noziil tikanabilir, miirekkep yayilabilir. Cok uzak
oldugunda ise miirekkep havada sarkar, dogru yere temas etmeden sekli bozulur. Bazi yazicilar
bu ayar1 otomatik kalibrasyon ile yaparken, bazi sistemlerde manuel kalibrasyon gerekir (Funk
vd., 2023; Seoane-Viano vd., 2021).

SSE yonteminde baski siirecinde baski hizi ve baski basinct hem {iiriiniin fiziksel
ozelliklerini hem de farmasdtik performansini dogrudan etkilemektedir (Sekil 1.5.B). Bu
nedenle, yazilim ayarlarindan baski basligi hareketlerine, noziil ¢apindan baski hizina kadar
her adim dikkatle optimize edilmelidir. Baski siireci, genellikle CAD yazilimi ile bagslar. Bu
yazilimda olusturulan 3B model, dilimleme (slicing) yazilimina aktarilir ve burada katmanlara
ayrilir. Ardindan, dolgu yogunlugu (infill density), dolgu deseni (infill pattern), katman
yiiksekligi (layer height), baski hiz1, noziil hareket rotasi gibi tiim parametreleri iceren Geode
adi verilen bir komut dosyasi olusturularak yaziciya gonderilir. Bazi yazilimlar, birden fazla
ila¢ seklinin ayn1 anda yazdirilmasimi desteklese de noziiliin tekrar eden hareketleri baski
yapilan yiizey {izerinde fiziksel deformasyonlara neden olabilir. Bu durum, doz birimleri
arasinda agirlik ve icerik farkliliklarina yol agarak farmasotik kalite agisindan ciddi riskler
olusturabilir. Bu nedenle, baski sirasi ve yoniiniin yazilim iizerinden kontrollii bir sekilde
diizenlenebilmesi 6nemlidir. Dolgu deseni, baski yapilan iriiniin i¢ yapisini olusturur ve
¢oziinme siiresi, salim profili ve mekanik dayaniklilik gibi parametreleri dogrudan etkiler. En
yaygin desenler arasinda dogrusal (rectilinear), 1zgara (grid) ve dairesel (concentric) desenler
yer alir. Dolgu yogunlugu azaldik¢a olusan daha gézenekli yapi nedeniyle hizli dagilma ve
¢Oziinme elde edilebilirken, artan dolgu yogunlugu ile elde edilen yogun yapi, yavas ¢6ziinme

ve yavas salima neden olabilir. Ayrica, dolgu yogunlugu doz birimindeki etkin madde
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miktarni da etkileyebilir; daha diisiik dolgu oranlari, daha diisiik etkin madde yiikleme
kapasitesine neden olabilir (Funk vd., 2023; Seoane-Viano vd., 2021; Vlachou vd., 2025).

SSE teknigi ile basarili bir 3B baski siireci elde edebilmek icin, kullanilacak baski
miirekkebinin reolojik 6zelliklerinin uygunlugu son derece kritiktir. Miirekkebin
formiilasyonu sirasinda segilen polimerler, yardimcit maddeler ve etkin madde kadar (Sekil
1.5.D), bu karigimin viskozitesi, akis davranisi ve mekanik dayanikliligi da nihai tiriiniin
kalitesini dogrudan etkileyen parametreler arasinda yer almaktadir. Her ne kadar SSE,
formiilasyon agisindan esnek bir teknoloji olsa da uygun reolojik profile sahip bir yari-kati
sistemin elde edilmesi, baski silirecinin basarisi agisindan temel gerekliliktir. Baski
miirekkebinin viskozitesi, baski sirasinda miirekkebin noziil igerisinden dengeli ve kontrollii
bir sekilde ekstriide edilmesini saglar. Cok diisiik viskoziteye sahip miirekkepler, noziil
ucundan damlama ya da diizensiz akig gibi kontrol disi sonucglara yol agarken, ¢ok yiiksek
viskoziteye sahip sistemler ise noziiliin tikanmasina, ekstriizyon giicliigiine ve katmanlarin
tutarsiz bir sekilde yerlesmesine neden olabilir. Bu nedenle, formiilasyonun viskozitesi,
ekstriizyon sirasinda uygulanan basinca uygun olacak sekilde ayarlanmali ve baski dncesi
reolojik karakterizasyon ile kontrol edilmelidir. Elviri vd. (2017b)’nin SSE sistemi kullanarak
kitozan ile skafold {iretimi sirasinda konsantrasyon ve viskozite Ol¢iimiine karsi
basilabilirligini karsilastirdiklar1 ¢alismada, sirasiyla 5400 ile 45000 cP araliginda artan
viskoziteye sahip, %5 - 55 - 6 - 6,5 - 7 ve 7,5 a/h konsantrasyonda kitozan ¢ozeltilerinin
baskiya uygun oldugu bildirilmistir. Kitozan disinda pek ¢ok dogal ve sentetik polimerle 3B
baski galigmasi basariyla gergeklestirilmistir. SSE miirekkepleri genellikle kayma ile incelme
(shear-thinning) davranisi sergileyen non-Newtonian akiskanlar olarak tanimlanir. Bu
davranig sayesinde, miirekkep baski sirasinda uygulanan kuvvetle akiskan hale gelirken, baski
sonrasinda viskozitesini yeniden kazanarak yapi biitiinliigiinii korur. Bu 6zellik, tiksotropik
davranis ile desteklendiginde, baskidan sonra tabakalar arasinda hizli bir sekilde stabilizasyon
saglanir ve yapmin ¢okmesi veya yayilmasi gibi istenmeyen deformasyonlar engellenir. Bazi
SSE yazicilarinda, nozill ve tabla sicakligi ayarlanabilir olup, bu 6zellik termo-duyarl
mirekkepler i¢in avantaj saglamaktadir. Baski sirasinda yazici kafasinin sicakligi artirilarak
akis kolaylastirilabilirken, yazici tablasinin daha diistik sicaklikta tutulmasiyla baski sonrasi
yapmin hizla stabil hale gelmesi saglanabilir. Bu strateji hem baski dogrulugunu hem de
katmanlar arasi yapigsmay1 artiran etkili bir yontemdir. Bask1 tamamlandiktan sonra, lriiniin
yapisal biitiinliigiinii koruyabilmesi ve farmasotik kalite kriterlerini kargilamasi i¢in ¢ogu
zaman bir son iglem (post-processing) adimi gereklidir. Bu adimlar arasinda kurutma, ¢apraz

baglama (crosslinking) veya fotokimyasal sertlestirme islemleri yer almaktadir. Ozellikle
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biyobozunur polimerlerle calisan sistemlerde, bu asamalar iirliniin mukavemeti, ¢oziiniirligi
ve salim kinetigi gibi 6zelliklerini belirleyen kritik basamaklardir. Ancak bu islemler sirasinda
etkin maddenin stabilitesi, fotodegradasyon riski veya capraz baglayicidan kaynakli toksik yan
tirtin olusumu gibi olumsuz etkiler de g6z 6niinde bulundurulmalidir (Funk vd., 2023; Seoane-
Viano vd., 2021; Vlachou vd., 2025).

SSE 3B biyobaski uygulamalarinda, baski kalitesini dogrudan etkileyen en 6nemli
parametrelerden biri noziil geometrisidir (Sekil 1.5.C). Reina-Romo vd. (2021), konik ve blunt
tip uglarin karsilagtirildigi ¢aligmalarinda, konik uglarin u¢ bolgesinde daha yiiksek fakat
lokalize bir maksimum kayma gerilimi olusturdugunu, blunt tip uglarin daha genis bir alanda
daha diisiik fakat yaygin bir kayma gerilimi olusturdugunu bildirmistir. Chand vd. (2022)’nin
calismasi, konik ve blunt tip uglar i¢in detayli hesaplamali akigskanlar dinamigi analizleri
gergeklestirmistir. Ayrica ayni noziil ¢ap1 ve basing degerlerinde, konik tip uglarin akis hizlar
daha yiiksek bulunmus ve baski siiresinin kisalmasi acgisindan avantajli bulunmustur. Ote
yandan, blunt tip uglarin dar hacimli ve hassas bolgelerde baski yapilmasini kolaylastirdig,
ayrica pahali biyomiirekkeplerin kullanildigi uygulamalarda malzeme israfin1 azaltici
avantajlar sundugu belirtilmistir. Noziil ¢ap1 da, ekstriide edilen filamentin kalinligint belirler
(Sekil 1.5.E). Daha kiiciik caplar yliksek c¢oziiniirliikk saglar, ancak tikanma riski daha
yiiksektir. Noziil geometrisinin konik yapida olmasi, ekstriizyon basincini azaltarak daha akici
bir baski siireci saglar. Ayrica, kisa ve genis i¢ ¢apa sahip nozullar, yari-kati miirekkeplerin
daha rahat akmasini destekler (Funk vd., 2023; Seoane-Viano vd., 2021). SSE ile gelistirilen
ilag sekilleri i¢in yalnizca uygun formiilasyon gelistirmek yeterli degildir, ayn1 zamanda baski
siirecine ait tiim parametrelerin sistematik bicimde optimize edilmesi gerekir. Bu
optimizasyon, ilag seklinin homojenligini, tekrar edilebilirligini ve farmasotik kalitesini

garanti altina alir.

Tim bu yontemsel ve formiilasyona ait parametreler optimize edildiginde, dogal
dokuyu taklit edebilen, yeterli mekanik ve biyolojik 6zelliklere sahip film ve hidrojel yara
ortlilerinin hazirlanmasinda SSE 3B baski sistemlerinin etkili bir sekilde kullanildig:
goriilmektedir (Boateng vd., 2023; Dinh vd., 2024; Galvao Duarte vd., 2025; Hafezi vd., 2019;
Ilhan vd., 2020; Intini vd., 2018; Karavasili vd., 2020; Khoshmaram vd., 2024; Lin vd., 2022;
Long vd., 2019; Maver vd., 2018; Miguel vd., 2019; Sakai vd., 2024; Teoh vd., 2022; Vlachou
vd., 2025; S. Wang vd., 2019). Hafezi vd. (2019), genipin ile ¢apraz baglanmis kitozan filmleri
SSE 3B baski yontemiyle hazirlamis ve yiiksek sisme oranlart ile biyouyumluluk 6zelliklerinin

yara bakiminda kullanim igin uygun oldugunu bildirmislerdir. Boateng vd. (2023), epidermal
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biiylime faktorii (EGF) ile yiiklenmis, genipin ile capraz baglanmis kitozan ya da kolajen
kombinasyonlu filmleri SSE yontemiyle 3B olarak {iretmislerdir. EGF salim1 72 saate kadar
uzamig, filmler %90’dan fazla hiicre canlilig1 gostermistir ve kronik yaralar i¢in potansiyel
tasidig1 bildirilmistir. 1lhan vd. (2020), Satureja cuneifolia bitki ekstrakti igeren sodyum
aljinat/PEG bazl skafoldlar1 SSE yontemiyle 3B olarak basmiglardir. Skafoldlar, fibroblast
hiicrelerinde sitotoksik etki olusturmamis ve antibakteriyel etkileriyle diyabetik yaralar icin
uygun bulunmustur. Long vd. (2019), lidokain hidrokloriir igeren kitozan-pektin bazli hidrojel
yara Ortiisiinii SSE yontemiyle 3B olarak basmis, bu ortiilerin yiiksek sisme orani ve nemli
ortam saglama potansiyelini raporlamistir. Sakai vd. (2024), fenollenmis kitozan ve kitozan
nanofiber igeren miirekkeplerle, SSE 3B baski yontemiyle yara ortiileri tiretmislerdir. Bu
yapilar, enflamasyon olusturmadan re-epitelizasyonu ve graniilasyon dokusu olusumunu
desteklemistir. Khoshmaram vd. (2024), kurkumin yiiklii nanopartikiil iceren jelatin metakrilat
ile deri doku miihendisliginde kullanilabilecek, hiicre proliferasyonunu artiran ve mikrobiyal
enfeksiyonlari azaltan yara Ortiisii ¢aligmasi bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada aljinat-kitozan
hidrojellerinin manuka bali, Aloe vera jeli, okaliptiis esansiyel yagi gibi biyolojik olarak aktif
bilegenler ile yara iyilesmesi i¢in hem fiziksel hem de mekanik 6zellikleri agisindan uygun
oldugu gosterilmistir (Karavasili vd., 2020). Bu gok yonliiliigii sayesinde SSE, yara oOrtiisii gibi
kisisellestirilmis ilaclar gelistirmek icin gii¢lii bir ara¢ haline gelmistir. Tiim bu ¢aligmalar, 3B
baski sistemlerinin, biyolojik uyumluluk, etkin madde salimi ve doku taklidi agisindan

geleneksel yontemlere gore 6nemli avantajlar sundugunu ortaya koymaktadir.

1.5.2. Partikiiler Sistemler

Tez galigmasinda H.perforatum’un nanopartikiilleri hazirlanarak hem 1sik stabilitesi
korunmus hem de hiperisin salim1 modifiye edilmistir. Bu nedenle ilerleyen boliimde

partikiiler sistemler iizerine yaptigimiz incelemeler 6zetlenmistir.

Nano ve mikro ilag tastyici sistemler, kati partikiilleri veya sivi ya da gaz damlaciklar
inert bir materyal ile dis ¢evreden izole eden, mikro ve nano boyutta partikiillerin
enkapsiilasyonu ile olusan ilag tasiyici sistemlerdir (Grabnar ve Kristl, 2011; Jyothi vd., 2010;
Karagiil vd., 2024; Kurt ve Aslan, 2025; W. Wang vd., 2019). Nanotasiyicilar, duyarli etkin
maddeleri dig c¢evreden koruyarak stabilite saglamalari, lipofilik etkin maddelerin
¢Oziiniirliglini ve biyouyumlulugunu artirabilmeleri, polimerik matris aracilifiyla kontrollii
salim yetenekleri ve hedeflendirilebilme 6zellikleriyle etkin maddelerin terapétik etkinligini

artirabilmeleri gibi nedenlerle lizerinde ¢ok sayida ¢alisma yapilmaktadir. Yara iyilesmesini
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ve deri yenilenmesini desteklemek amaciyla yara Ortiilerinden topikal etkin madde
uygulamalarinda da nanopartikiil kullanimi biiyiik bir potansiyele sahiptir. Polimerik nano ve
mikropartikiillerin yani sira lipozom, niozom ve lipit nanopartikiiller, ilag tasiyici sistem
olarak yara ortiisii formiilasyonlarinda yer almaktadir (Ali vd., 2018; Dadashzadeh vd., 2019;
Dharashivkar vd., 2015; Gainza vd., 2015; Hurler vd., 2012; Hurler ve Skalko-Basnet, 2012;
Hurler vd., 2013; Karagiil vd., 2024; Khoshmaram vd., 2024; Kurt ve Aslan, 2025; Li vd.,
2012; Nunes vd., 2011; Nunes vd., 2016; Sandri vd., 2013; Sohrabi vd., 2016; Ulubayram vd.,
2001).

Nano ve mikropartikiiller, 6nceden sekillendirilmis polimerlerden spontan olarak
hazirlama yontemleri (nanog¢oktiirme/nanopresipitasyon ve koaservasyon ile faz ayrimi,
iyonik jelasyon) ve s/y veya y/s emiilsifikasyon teknikleri (emiilsiyon-¢oziicii difiizyon,
emiilsiyon-¢oziicli buharlagtirma, tuzla ¢oktiirme) ile hazirlanabilirler (Grabnar ve Kristl,
2011). Ozellikle lipofilik etkin maddelerin nano ve mikropartikiillere yiiklenmesinde en gok
tercih edilen yontem, nano¢oktliirme yontemidir (Sekil 1.6.). Bu yontem, suyla tamamen
karigabilen organik ¢oziicii (aseton, etanol, N-metil pirolidon, dimetil siilfoksit gibi) i¢inde
hidrofobik polimer ¢6zeltisi (bazen yag da igeren) ile etkin maddenin dispersiyonu ve/veya
¢Oziinmesi, ardindan sulu faz ile emiilsifikasyonu ile nano/mikro boyutlu damlaciklarin
olusumu ve c¢oziiclinliin uzaklastirilmasi ile partikiillerin olusturulmasi esasina dayanir

(Grabnar ve Kristl, 2011; Khayata vd., 2012; Martinez Rivas vd., 2017; Reis vd., 2006).

Organik faz 00 o]
(polimer + suyla karisabilir ¢oziicii) g 00
[— Etkin madde X
b

é S Polimer
\ CC J’ zincirleri

- o Enkapsiile olmus
7 Polimer etkinmadde T

Sulu faz
(Su + surfaktan)

Coziicii buharlastirma Nanopartikiiller

Sekil 1.6. Nanogoktiirme yontemiyle nano ve mikropartikiil iiretim yonteminin sematik gosterimi
(Martinez Rivas vd., 2017)
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Nanopresipitasyon yontemi, Fessi vd. (1989) tarafindan 1989 yilinda patentlenmistir.
Gelistirilmesinden sonra, cogunlukla hidrofobik ilag molekiillerinin enkapsiilasyonu
(nanokapsiil ya da nanokiire formlarinda) i¢in kullanilmistir. Bu yontemde ¢oziicii ve ¢oziicii
olmayan fazlarin hazirlanmasi gereklidir, bunu takiben bir fazin digerine karigtirilarak
eklenmesi gerekir (Sekil 1.6.). Organik ¢oziiciiniin ortam sicakliginda veya bir rotavapor ile
buharlastirilmasi, sulu faz igerisinde nanopartikiil siispansiyonunun elde edilmesini saglar.
Sulu fazin uzaklastirilmasi igin bir sonraki adimda ultrasantrifiij ve dondurarak kurutma
yontemleri kullanilabilir. Temel olarak, organik faz film olusturan bir polimer, bir veya birden
fazla etkin madde ve bir veya daha fazla organik ¢oziicii igerir. Coziicii ve ¢ozlicli olmayan
fazlar genellikle sirasiyla organik ve sulu fazlar olarak adlandirilir. Dogal, sentetik ya da yar1
sentetik polimerler kullanilabilir. Nanokiire yerine nanokapsiil elde etmek amaciyla
formiilasyona mineral yag veya bitkisel yag eklenebilir. Nanopartikiil agregasyonunun

onlenmesi i¢in formiilasyona yiizey aktif maddeler eklenebilir (Martinez Rivas vd., 2017).

Nanopresipitasyon yontemiyle hazirlanan nanopartikiillerin 6zellikleri formiilasyon ve
proses parametrelerine bagli olarak onemli Olglide degisiklik gosterebilir. Partikiil
biiylikliiglinii etkileyen parametrelerden biri karigtirma hizidir. Karistirma hizinin artirilmasi,
¢oziictiniin daha hizli difiizyonuna yol acarak partikiil biiyiikligiinde kiigiilmeye neden olur
(Tranvd., 2016; Zhang vd., 2006). Organik/sulu faz oraninda, sulu faz hacminin artmasi, suyla
karigabilen ¢6ziiciiniin sulu faza difiizyonunu artirir. Ancak belirli bir noktadan sonra bu
diftizyon o kadar hizli gergeklesir ki, polimer aglomere olmadan hemen ¢oker (Budhian vd.,
2007). Yiizey aktif madde konsantrasyonundaki artis baslangigta partikiil biytikliigtiniin
azalmasina neden olur ¢iinkii bu maddeler damlaciklarin birlesmesini 6nler (Akmal Johari vd.,
2024; Patel vd., 2022). Ancak artan yiizey aktif madde konsantrasyonunun artmasiyla sulu
fazin viskozitesi arttigindan, damlaciklarin pargalanmasi igin gerekli kayma gerilimi yetersiz
kalir ve bu da partikiil boyutunun tekrar artmasina neden olabilir. Polimer konsantrasyonu
arttiginda ise organik fazin viskozitesi arttigi igin partikiil biiytikliigii de artar (Badri vd., 2017;
Bhattacharya, 2022; Diwan vd., 2021). Benzer sekilde, kullanilan polimerin molekiiler agirlig
arttikga, organik ¢ozelti viskozitesi yiikselir ve bu da partikiil biyiikliiginii etkiler (Martinez
Rivas vd., 2017).

Etkin madde enkapsiilasyon verimliligi de c¢esitli parametrelere baghdir. Polimer
konsantrasyonu arttiginda, partikiil biiytikliigi ile dogru orantili olarak etkin madde enkapsiile
olma kapasitesi artar. Daha biiylik partikiiller, daha fazla etkin madde enkapsiilasyonuna
imkan tanir (Akmal Johari vd., 2024; Chorny vd., 2002; Patel vd., 2022). Ancak, organik
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faz/sulu faz orani degistiginde, 6zellikle sulu faz hacmi arttiginda, lipofilik etkin maddenin
sulu fazda ¢6ziinme potansiyeli artar ve bu da etkin maddenin sulu faza kagisini artirarak
enkapsiilasyon verimliligini diisiirtir (Blouza vd., 2006; Budhian vd., 2007). Ayrica, kullanilan
etkin maddenin konsantrasyonunun artmasi da belirli bir noktadan sonra verimliligi azaltabilir.
Ciinkii polimerin etkin madde tasima kapasitesi sinirlidir ve bu smir asildiginda iiretim

sirasinda fazla etkin madde kaybolabilir (Ozturk vd., 2024).

Calismamizda da inceledigimiz hiperisin gibi lipofilik etkin maddeler ile yapilan
nanopartikiil ¢alismalarinda farkli polimerler kullanilmistir. PCL (Alves vd., 2007; Coco vd.,
2023; Friedrich vd., 2008; Hasan vd., 2007; Khayata vd., 2012; Michalowski vd., 2004; Nafee
vd., 2013; Oliveira vd., 2018; Perez vd., 2000; Pohlmann vd., 2008), poli laktik asit (PLA)
ve poli laktik-ko-glikolik asit (PLGA) bu polimerlere 6rnek olarak verilebilir (Barichello
vd., 1999; Cascone vd., 2002; Chorny vd., 2002; Gomez-Gaete vd., 2007; Korzhikov vd.,
2016; Penjweini vd., 2015; Penjweini vd., 2019; Saxena vd., 2004; Zeisser-Labouebe vd.,
2006). Bunun diginda kitozan, jelatin, PEG ve Eudragit gibi c¢esitli polimerler de
nanog¢dktlirme yontemiyle nanopartikiil hazirlanmasinda kullanilmistir (Martinez Rivas vd.,
2017).

Zeisser-Labouebe vd. (2006), hiperisin yiiklii nanopartikiillerin kanser tedavisinde
fotodinamik aktivitesini degerlendirmek i¢in farkli polimerik nanopartikiillerini
hazirlamislardir. Hiperisin yiiklii nanopartikiiller, PLA ve PLGA polimerlerinden asetonda
nano¢oktiirme yontemiyle hazirlanmistir. Etkin madde yiikleme etkinlikleri incelendiginde
PLA ile hazirlanan nanopartikiillere yiikleme etkinligi %69 iken, PLGA’da %15 seviyelerinde
kalmistir. Nafee vd. (2013)’nin hiperisin yiikli PCL nanopartikiillerin antimikrobiyal
fotodinamik aktivitesini degerlendirdikleri ¢alismada, PCL nanopartikiillerinde hiperisinin
yiikleme etkinligi %75 olarak tespit edilmistir. PLA polimeri PLGA’ya kiyasla avantajli gibi
goriinmesine ragmen, genel olarak PCL ¢alismalarinda etkin madde yiikleme etkinliginin daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir (Barichello vd., 1999; Friedrich vd., 2008; Khayata vd., 2012;
Oliveira vd., 2018; Penjweini vd., 2015).

Hiperisin gibi hem sulu ortam stabilitesi hem de fotostabilite problemleri olan etkin
maddeler i¢in nano ve mikropartikiillerin hazirlanmasi, duyarl etkin maddeleri dis ¢evreden
koruyarak stabilitesini artirmasi yoniiyle de avantajlidir. Li vd. (2012), kurkumin’in yara
iyilestirici etkisinden yararlanmak iizere karboksimetil kitozan ve oksijenlenmis aljinattan

olusan bir hidrojel gelistirmislerdir. Ancak lipofilik kurkuminin sulu ortam stabilitesinin diisiik
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olmasi kullanimini kisitlamistir. Bu dezavantajin iistesinden gelmek i¢in metoksi polietilen
glikol kopolimeri kullanilarak nanopartikiilleri hazirlanmistir. Hazirlanan kurkumin igeren
nanopartikiillerin fizyolojik ortam kosullarinda fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi ortamina maruz
birakildiginda stabilitelerinin arttig1 tespit edilmistir. Saxena vd. (2004) ise, 1s1 ve 1518a duyarl,
sulu ortamda stabil olmayan indosiyaninin PLGA nanopartikiillerini hazirlayarak stabilitesi
izerine etkisini aragtirmiglardir. Sulu ortam stabilitesinin, nanopartikiil olmayan formuna gore
yaklasik dort kez arttig1, 1518a maruz birakildiginda degradasyon hizinin bes kat daha yavas
oldugu ve 1s1 uygulamasima karsi tamamen koruma saglandigi gozlenmistir. Yine benzer
sekilde literatiirlerde 1s18a duyarli hiperisinin degrade olmadan fotodinamik antikanser
aktivitelerini siirdiirebilmesi i¢in nanopartikiil formiilasyonlarinin hazirlandigi tespit edilmistir

(Lima vd., 2013; Youssef vd., 2012; Zeisser-Labouebe vd., 2006).

1.5.3. Kombine Sistemler

Yara iyilesmesinde kombine yaklasimlar, hem farkli tasiyici yapilarin bir arada
kullanilmasi (6rnegin partikiil ve film kombinasyonlar1) hem de birden fazla etkin maddenin
sinerjik bigimde uygulanmasi ile tedavi etkinligini artirmaya yonelik olarak gelistirilmektedir.
Bu sistemler, iyilesme siirecinin yalnizca bir yoniinii degil; enflamasyonun baskilanmasi,
enfeksiyonun dnlenmesi, hiicresel proliferasyonun tesviki ve dokunun yeniden yapilanmasinin
desteklenmesi gibi ¢oklu biyolojik siireglere ayni anda etki etme potansiyeline sahiptir.
Tasiyict sistemlerin kombinasyonuna ornek olarak, Monou vd. (2022)’nin calismasinda,
kannabidiol ve kannabigerol i¢ceren nanopartikiiller 3B baski teknolojisiyle iiretilen aljinat film
icerisine yiiklenmis ve bu yapinin yara iyilesmesi lizerindeki potansiyel etkileri arastirilmistir.
Formiilasyonda kullanilan nanopartikiil yapis1 sayesinde, etkin maddelerin sulu ortamda
¢Oziiniirligi ve biyoyararlanimi artirilmig, film matrisi igerisinde kontrollii salim saglanarak
etkinin siirekliligi hedeflenmistir. Yapilan in vitro degerlendirmeler sonucunda, kombine
sistemin hiicre proliferasyonunu destekledigi, oksidatif stresin azaltilmasina katki sagladigi ve
yara iyilesmesini destekleyici 6zellikler gosterdigi ortaya konmustur. Benzer sekilde, Basit vd.
(2021), mikrodalga ile fiziksel olarak ¢apraz baglanmis sodyum aljinat—pektin bazli bir film
yapisini, kitozan-kurkumin nanopartikiilleri ile kombine etmis, boylece film yapisinin bariyer
Ozelligi ile partikiil iceriginin antioksidan ve antienflamatuvar etkilerini aym sistemde
birlestirmistir. Jaiswal vd. (2019), karragenan bazli hidrojel film igerisine kiikiirt
nanopartikiilleri ve greyfurt cekirdegi ekstresi kombine ederek antimikrobiyal ve hiicre
yenileyici etkilerin birlikte sunuldugu fonksiyonel bir yap1 gelistirmistir. Wang vd. (2020) ise

kitozan film yapisim1 arginin ve altin nanopartikiilleri ile gliclendirerek, filmlerin
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hidrofilikligini, mekanik dayanikliligini ve antibakteriyel Ozelliklerini artirarak hiicre
adezyonu ve proliferasyonu igin biyouyumlu bir ortam saglamistir. In  vitro
degerlendirmelerde, modifiye edilmis filmlerin hiicre canliligin1 destekledigi ve yara
iyilesmesinde rol oynayan proteinlerin ekspresyonunu artirdigi gézlemlenmistir. Ayrica, in
vivo deri defekt modellerinde, bu kombine filmlerin yara kapanmasini, re-epitelizasyonu ve
kolajen birikimini hizlandirdig1 tespit edilmistir. Mojtahedi vd. (2025) tarafindan yiiriitiilen bir
baska ¢aligmada, antimikrobiyal ve yara iyilestirici potansiyeli olan Ferula gummosa ekstresi,
metal-organik kafes yapisi olan zirkonyum bazli UIO-66 ile desteklenerek polimerik bir
hidrojel formiilasyonu gelistirilmistir. In vitro analizlerde, hidrojelin kontrollii salim sagladig
ve fibroblast hiicrelerinde sitotoksisite gdstermedigi raporlanmistir. In vivo yara iyilesme
modeli kullanilarak yapilan c¢alismalarda, bu kombinasyonun enflamasyonu azalttigi,
graniilasyon dokusu olusumunu hizlandirdig1 ve epitelizasyonu artirdigr gézlemlenmistir.
Suntar vd. (2011), H.perforatum yagina Salvia triloba (adagayi) ve Origanum (kekik)
tiirlerinin ugucu yaglarin ekleyerek hazirladiklari merhem formiilasyonunun, tekli kullanima
gore daha giiclii yara iyilestirici etki gdsterdigini ortaya koymustur. Bu durum, adagayi ve
kekik yaglarmin antimikrobiyal ozellikleri sayesinde yara iyilesme siirecinin erken
asamalarinda enfeksiyon riskini azaltarak iyilesmeyi desteklemesiyle agiklanmaktadir. Ayrica
formiilasyonun yara iyilesme siirecinin farkli asamalarinda etkili oldugu ve bilesenler

arasindaki sinerjistik etkilesimlerin tedavi etkinligini artirdig1 gosterilmistir.

Tiim bu ¢aligmalar, kombine sistemlerin yara iyilesmesine ¢ok yonlii katk: sagladigini,
sinerjistik etkilerle tedavi siiresini kisaltabildigini ve bu nedenle geleneksel ya da tekli
formiilasyonlara gore daha tistiin farmakolojik performans sergileyebildigini gostermektedir.
Bu nedenlerle ¢alismamizda yara iyilestirici H.perforatum yiikli nanopartikiil ve
antimikrobiyal borik asidi bir arada iceren kombine ila¢ seklinin hazirlanmasina karar

verilmistir.

1.6. Tez Calismasinda Film ve Nanopartikiil Formiilasyonlarinin

Hazirlanmast icin Kullanilan Polimerlerle Tlgili Genel Bilgiler
1.6.1. Film Formiilasyonlarinda Kullanilan Polimer: Kitozan
Kitozan, karides ve yenge¢ gibi kabuklu deniz canlilarimin dis iskeletlerinde bulunan

kitinden elde edilen ve kullanim1 FDA tarafindan onaylanmis dogal bir polimerdir. Kitin,

yengec ve diger kabuklu deniz canlilariin dis iskeletlerinde ve mantar hiicre duvarlarinda

32



dogal olarak bulunur. Kitin, -(1,4)-bagh N-asetilglukozamin birimleri i¢eren bir polimerdir
(Sekil 1.7.). Kitozan, kitinin deasetilasyon siirecinden gecirilmesiyle elde edilen bir tiirevidir.
Deasetilasyon derecesi kitozanin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerini belirleyen 6nemli bir
parametredir. Kitozan, zayif bazik bir yapiya sahip olup pH 6,5'in altindaki asidik ortamlarda
¢oziinlirken, pH 7,0 ve iizerindeki nétr ve bazik ortamlarda ¢dziinmez. Ayrica, organik
coziiclilerde c¢oziniirligii oldukga siirlidir ve bu durum kitozanin kullanim alanlarini
etkileyen onemli faktorlerden biridir. Ancak, ¢oztinirliigii uygun modifikasyon teknikleri veya
belirli organik asit ¢ozeltileri (6rnegin asetik asit, formik asit) kullanilarak iyilestirilebilir

(Alemdaroglu vd., 2006; Mawazi vd., 2024; Rajinikanth vd., 2024; Sakai vd., 2024).
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Sekil 1.7. Kitin ve kitozanin kimyasal yapisi

Son yillarda, biyouyumlulugu, biyobozunabilirligi ve ila¢ tasima sistemlerindeki
etkinligi sayesinde kitozan, farmasotik arastirmalarin 6nemli bir odak noktasi haline gelmistir.
Kitozan, uygun ¢evresel kosullarda lizozim ve diger mikrobiyal enzimler tarafindan enzimatik
parcalanmaya ugrar ve bu siire¢ sonunda toksik olmayan bozunma iiriinleri ortaya ¢ikar. Bu
ozellik, 6zellikle polimer kaliciliginin istenmedigi kontrollii salim sistemleri veya ¢evre dostu
ambalaj malzemeleri gibi uygulamalar i¢in oldukca avantajlidir. Ozellikle nanopartikiil,
hidrojel, film ve mikrokiire gibi ¢esitli ilag tasiyict sistemlerdeki potansiyeli ve kitozanin
biyolojik aktivitesinden dolayr ¢ok yonli kullanim alanlar1 gibi nedenlerle bilimsel
calismalarda dikkat ¢ekici hale gelmistir (Mawazi vd., 2024; Rajinikanth vd., 2024; Sakai vd.,
2024).

Kitozan, antienflamatuvar ve antimikrobiyal 6zelliklerinin yani sira hiicre biiyiimesini
ve kan damar1 olusumunu destekleme kapasitesi nedeniyle, 6zellikle yara iyilesmesi alaninda
kullanilmaktadir (Alemdaroglu vd., 2006; Ebhodaghe, 2022; Elviri vd., 2017a; Mawazi vd.,
2024). Yapilan galismalar, kitozanin konsantrasyonuna, uygulama yontemine ve dozaj
formuna bagli olarak pro- veya antienflamatuvar etkiler gosterebilecegini ortaya koymustur.

Kitozan, makrofajlar, notrofiller ve dendritik hiicreler gibi bagisiklik sistemi hiicrelerini
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uyararak enflamatuvar yaniti tetikleyebilir. Bu aktivasyon sonucunda, pro-enflamatuvar
sitokinlerin tretimi artar. Bu pro-enflamatuvar etki, yeni kan damarlarinin biiyiimesini ve
bagisiklik hiicrelerinin hasarli bolgeye gociinii tesvik ederek yara iyilesmesini destekleyebilir.
Ote yandan, kitozamin TNF-o, IL-1B, IL-6 ve monosit kemotaktik protein-1 (MCP-1) gibi
enflamatuvar sitokinlerin ve kemokinlerin iretimini azaltarak antienflamatuvar ozellik
gosterdigi bilinmektedir. Kitozanin bu antienflamatuvar etkisinin, bagisiklik hiicrelerinde
mikrobiyal bilesenlerin algilanmasinda ve enflamatuvar yanitin baslatilmasinda 6nemli bir rol
oynayan Toll-benzeri reseptorlerle (TLR) etkilesimi sayesinde gergeklestigi diisiiniilmektedir.
Kitozanin pro-enflamatuvar genlerin iretimini kontrol eden sinyal yollarmi etkiledigi
bildirilmistir. Ayrica yara bakiminda biyoadezif polimerik materyallerin kullanim1 hem yara
iyilesmesini destekleyen etkileri hem de biyoadezyon ozellikleriyle modern yara Ortiisii
uygulamalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Yara Ortlisinde kullanilan polimerlerin
biyoadezif 6zellikleri sayesinde yapistirict kullanimina gerek kalmadan yara yiizeyine kolayca
uygulanabilir. Yara ortisiiniin yarada kalig siiresini artirarak terapétik etkinin siirekliligini
saglar ve glivenilir bir etkin madde salim profili sunarak yara iyilesmesini optimize edebilir
(Ahmady vd., 2022; Arezomand vd., 2024; Basha vd., 2018; Bolgen vd., 2020; Colobatiu vd.,
2019; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Hafezi vd., 2019; Oliveira vd., 2024).

Yapilan calismalar, kitozanin yara iyilesmesi icin farkli dozaj formlarinda ve
teknolojilerle kullanilabilecegini géstermektedir. Ornegin, Hafezi vd. (2019), genipin ile
capraz baglanmis kitozan esasli film matrislerini SSE 3B baski yontemiyle liretmislerdir. Bu
filmler, uygun esneklik, yiiksek sisme kapasitesi, mukoadezif 6zellikler ve insan fibroblast
hiicrelerine kars1 sitotoksik olmamasi sayesinde kronik yaralar i¢in umut verici bulunmustur.
Ahmady vd. (2022), timol yiiklii aljinat mikrokiirelerini kitozan-jelatin’e dahil ederek
elektrospinleme yontemiyle hazirlanmis film ¢alismasinda, kontrollii salim ve antimikrobiyal
etki yaninda, in vivo analizlerde epitelizasyon ve kolajen birikimini hizlandirarak etkili yara
iyilesmesi gozlemlemistir. Zoghi vd. (2021)’nin ¢alismasinda, ¢oziici dokme yoOntemiyle
kitozan bazli filmler {iretilmis ve bu filmler minosiklin ile yiiklenerek antibakteriyel yara
ortiisii olarak degerlendirilmistir. Minosiklin iki fazli (6nce hizli, ardindan yavag) salim profili
sergilemis, ozellikle gram pozitif bakterilere karsi giiclii antibakteriyel etki géstermistir.
Calismada, kitozanin dogal antimikrobiyal 6zelliginin de katkisiyla minosiklinin etkisinin
artt1g1, ayrica hiicre canliligi tizerinde %88'lik bir koruma sagladigi rapor edilmistir. Oliveira
vd. (2024), kitozan:PVA bazli filmlere tath rezene yagi igeren nanoemiilsiyonlari dahil ederek
su gegcirgenligi azalmis, kontrolli salim 6zellikleriyle desteklenen ve farelerde hizlandirilmig

yara kapanmasi saglayan etkili bir sistem elde etmislerdir. Lazaridou vd. (2024), kitozan bazli
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biyomiirekkep kullanarak SSE 3B baski yontemiyle yara ortiisii iiretmislerdir. Uretilen yapilar,
yiiksek su tutma kapasitesi, biyouyumluluk ve antibakteriyel ozellikler gdstermistir.
Gilinlimiizde kitozan, farmasoétik alan disinda, gida, kozmetik ve tarim gibi gesitli sektorlerde
de yaygin olarak kullanilmaktadir. Gida sektoriinde dogal koruyucu olarak, farmasdtik alanda
yara oOrtiileri ve ilag tasiyici sistemlerinde, kozmetik alaninda cilt bakim iriinlerinde ve
tarimsal uygulamalarda verim artirici olarak tercih edilmektedir (Mawazi vd., 2024;
Rajinikanth vd., 2024; Sakai vd., 2024; Tort vd., 2017).

Tiim bu veriler 15181nda hem dogal antimikrobiyal etkisi hem yara bolgesinde nemli bir
mikro ¢evre saglayarak doku yenilenmesini desteklemesi, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi,
dogal biyoadezif etkileri ve ¢oziicii dokme yonteminden 3B baski yontemi gibi daha gelismis
teknolojilere adapte edilebilmesi gibi nedenlerle bu tez ¢alismasinda kitozan tercih edilmistir.

1.6.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Kullamilan Polimer: Polikaprolakton

Polikaprolakton (PCL), yar1 kristal, hidrofobik, biyolojik olarak uyumlu ve
biyobozunabilir alifatik poliester grubu bir polimerdir. Yiiksek ilag gegirgenligi, yavas in vivo
bozunma 6zellikleri, viskoelastik 6zellikleri ve toksisite gostermemesi gibi 6zellikler PCL'yi
cesitli ilag tasiyici sistemlerin hazirlanmasinda uygun bir polimer haline getirmektedir. Ayrica,
farmasotik alanda PCL ile tiretilen mikro ve nano 6lgekli tastyicilar ile ilgili ¢ok sayida ¢aligma
yer almaktadir. PCL, diger sentetik polimerlerle karistirilabilir veya kopolimerize edilebilir.
PCL'nin diger kullanim alanlar1 arasinda doku miihendisligi, kemik, bag, kikirdak, deri, sinir
ve damar dokularinin rejenerasyonu i¢in skafold sistemleri ve doku miihendisligi gibi alanlar

yer almaktadir (Akmal Johari vd., 2024; Badri vd., 2017; Coco vd., 2023).

Akmal Johari vd. (2024)’nin calismasinda, Acalypha indica Linn. bitkisinden elde
edilen ekstrelerin, kitozan ve PCL polimer karisimlari kullanilarak mikroenkapsiilasyonu
gergeklestirilmistir. Bu siiregte, PCL'min biyobozunur ve hidrofobik &zellikleri, kitozan ile
birlikte partikiil olusumunu optimize etmek i¢in kullanilmistir. Elde edilen mikrokapsiiller
bitki ekstresinin stabilitesini artirmis ve kontrollii salim 6zellikleri géstermistir. Sonuglar, bu
tir polimer karigimlarinin, bitki bazli etkin maddelerin biyoyararlanimini ve terapdtik
etkinligini artirmada etkili bir yontem oldugunu gostermistir. Badri vd. (2018)’nin
calismasinda, indometasin ve Nigella sativa L. u¢ucu yagi, PCL bazli nanopartikiil i¢inde
enkapsiile edilerek topikal enflamasyon tedavisi igin bir sistem gelistirilmistir.

Nanopresipitasyon yontemiyle hazirlanmis yaklasik 230-260 nm boyutlarinda, -20 ile -30 mV
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zeta potansiyeline sahip partikiiller ile indometasin ve Nigella sativa ugucu yagi igin sirasiyla
%70 ve %84 enkapsiilasyon verimliligi elde edilmistir. Bu formiilasyon, indometasinin
deriden penetrasyonunu artirarak antienflamatuvar ve analjezik etkilerini giiglendirmistir.
Ayrica, nanopartikiillerin 30 giin boyunca farkl sicakliklarda stabil kaldig1 tespit edilmistir.
Kasinathan vd. (2016), kurkumin yiikli PCL nanopartikiillerini emiilsiyon ¢6ziicii
buharlastirma yontemiyle hazirlayarak, partikiil boyutunun formiilasyondaki PCL miktarina
ve yardimci bilesen oranlarina bagl olarak 6nemli dl¢lide degistirilebildigini gostermistir.
Artan PCL igerigi ile daha kiigiik ve daha homojen partikiiller elde edilmis, bu da sistemin
kararlihigimmi ve salim profilini iyilestirmistir. Patel vd. (2022), silibinin tagiyan PCL
nanopartikiillerle yiiksek enkapsiilasyon verimi ve uygun partikiil boyutlar1 elde etmis; bu
sistemin Ozellikle antikanser etki agisindan oldukga etkili oldugunu ortaya koymuslardir.
Diwan vd. (2021) ise PCL bazli kilnidipin nanopartikiillerini nanog¢oktiirme yontemiyle
iiretmis ve PCL’nin, etkin maddenin tasiyici matrisine entegre edilmesini kolaylastirarak hem
partikiil boyutunu hem de yiikleme kapasitesini olumlu yonde etkiledigini gdstermistir.
Ribeiro vd. (2013) de PCL kullanarak hazirladiklar1 Uncaria tomentosa ekstresi tasiyan
nanopartikiiler sistemde %89,1 enkapsiilasyon verimi ve 280 nm ortalama partikiil boyutu elde
etmislerdir. PCL’nin burada sagladigi avantajlar arasinda yiiksek tasima kapasitesi, kararl
partikiil boyutu ve istenilen yiizey yiikii profili yer almaktadir. Tiim bu ¢alismalar, PCL'nin
kontrollii salim, bitki ekstresi kaynakli lipofilik etkin maddeler i¢in yiiksek enkapsiilasyon ve

partikiil stabilitesi agisindan formiilasyona énemli katkilar sundugunu ortaya koymaktadir.
1.7. Cahsmada Kullanilan Etkin Maddelerle Tlgili Genel Bilgiler
1.7.1. Hypericum perforatum

Hypericum perforatum (H.perforatum), diger adiyla St. John’s wort veya sar1 kantaron,
yagli maseratlar1 ve alkollii ekstreleriyle topikal olarak yara iyilesmesinde uzun yillardir
kullanilmakta olan tibbi bitkilerden biridir (Ang vd., 2004; Ayran ve Kan, 2022; Btonska-
Sikora vd., 2025; Buke vd., 2023; Castro vd., 2012; Dikmen vd., 2011; Egilmez vd., 2015;
Farasati Far vd., 2024; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Kiyan vd., 2015; Koyu ve Haznedaroglu,
2015; Kurt ve Aslan, 2025; Lyles vd., 2017; Nafee vd., 2013; Nahrstedt ve Butterweck, 1997,
Orhan vd., 2013; Ozturk vd., 2007; Pourhojat vd., 2016; Reichling vd., 2001; Saddige vd.,
2010; Suntar vd., 2010; Sut vd., 2023; Tavli vd., 2020; Vujanovic ve Vujanovic, 2013; Wolfle
vd., 2014; Yucel vd., 2017; Zhang vd., 2020). Tiirk halk tibbinda oldugu gibi diinya genelinde
de yaygin olarak kullanilmaktadir. Avrupa Ila¢ Kurumu (European Medicines Agency, EMA)
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Bitkisel T1p Uriinleri Komitesi (Committee on Herbal Medicinal Products, HPMC) tarafindan
yayimlanan 2009 monograflarinda, H.perforatum'un yara iyilesmesi ve deri enfeksiyonlarinda
topikal kullanimi gosterilmektedir. Klinik ¢aligmalar, H.perforatum yagh ekstresinin yatak
yaralar1 ve sezaryen yaralarinin tedavisinde topikal olarak etkili oldugunu gostermektedir
(Samadi vd., 2010; Yucel vd., 2017). In vivo ¢alismalarda, bu yagl ekstrenin mupirosin ile
kiyaslandiginda yara iyilesmesinde etkili oldugu ve anjiyogenez olusumunu destekledigi
bildirilmistir (Nayak vd., 2017). Ayrica, eksizyon, insizyon ve yanik yaralarinda H.perforatum
ekstrelerinin iyilestirici etkileri farkli ¢aligmalarda kanitlanmustir (Ali vd., 2018; Dikmen vd.,
2011; Kiyan vd., 2015; Prisacaru vd., 2013; Suntar vd., 2010; Yadollah-Damavandi vd., 2015).
H.perforatum'un plak tipi sedef hastalig1 (psoriazis) tedavisinde etkinligi de arastirilmis ve bu
etkinin bitkinin antienflamatuvar ve antimikrobiyal bilesenlerinden kaynaklanabilecegi one
stiriilmiistiir (Btonska-Sikora vd., 2025; Farasati Far vd., 2024; Najafizadeh vd., 2012).
Bununla birlikte, H.perforatum'un topikal kullaniminda 1s1ga duyarlilik en 6nemli yan etki
olarak kabul edilmekte ve kullanim sirasinda dogrudan gilines 1s18indan kagimilmasi

Onerilmektedir.

H.perforatum'un kimyasal igerigi, yetistigi bolgeye, hasat zamanina, hazirlama
yontemine ve saklama kosullarina bagli olarak degisiklik gosterebilir. Genel olarak bitki,
floroglusinoller (hiperforin ve analoglari), naftodiantronlar (hiperisin ve analoglari),
flavonoidler, biflavonlar, fenilpropanlar, proantosiyanidinler, ugucu yaglar ve ksantonlar gibi
bilesenleri igerir (Sekil 1.8.) (Ali vd., 2018; Bergonzi vd., 2001; Farasati Far vd., 2024;
Hamedi vd., 2024; Koyu ve Haznedaroglu, 2015; Orhan vd., 2013; Saddige vd., 2010; Wolfle
vd., 2014). Klinik calismalarda hiperforin ve hiperisin, H.perforatum’un yara iyilestirici
etkisinden sorumlu lipofilik bilesenler olarak tanimlanmstir (Ali vd., 2018; Dikmen vd., 2011;
Farasati Far vd., 2024; Karagiil vd., 2024; Lyles vd., 2017; Nafee vd., 2013; Ozturk vd., 2007;
Pourhojat vd., 2016; Reichling vd., 2001; Suntar vd., 2010; Wolfle vd., 2014; Yucel vd.,
2017). Hiicresel diizeyde yapilan arastirmalarda, fibroblast go¢iinii artirarak yara iyilesmesini
hizlandiran ana bilesigin hiperforin oldugu ve bu etkinin hiperisinden kaynaklanmadigi
sonucuna (Ozturk vd., 2007) varilsa da daha sonraki histolojik incelemelerde artmis kollajen
ve fibroblast orani ile epitelizasyonu hizlandirmasi ve yara iyilesme siirecinde
antienflamatuvar bir direng olusturmasi hiperisin ile agiklanmustir (Suntar vd., 2010). Ayrica,
H.perforatum yaginin ve ekstrelerinin S.aureus’a karsi gii¢lii bir antibakteriyel etkiye sahip

oldugu ve biyofilm olusumunu 6nledigi gosterilmistir (Lyles vd., 2017).
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Hypericum perforatum

BILESENLER
Floroglusinoller: Hiperforin, Adhiperforin
Naftodiandronlar: Hiperisin, Psédohiperisin,
Protohiperisin, Protopsédohiperisin
Diger Bilesenler: Flavanoidler, Biflavonlar,
Fenilpropanlar, Proantosiyanidinler, Ugucu
Yaglar ve Ksantonlar

Hiperisin
TOPIKAL ETKILER
Antimikrobiyal
) Antioksidan

=X Antienflamatuvar
Yara iyilestirici
Antikanser

Hiperforin

Sekil 1.8. Hypericum perforatum bilesenleri ve topikal etkileri

Genel olarak H.perforatum'un yara iyilestirici etkisi hiperisin ve hiperforin bilesenlerine
baglansa da ekstrede bulunan diger bilesenler arasindaki etkilesimlerin biyoaktivite lizerinde
sinerjistik bir etki yarattig1 diisiiniilmektedir (Hammer vd., 2007; Schmitt vd., 2006). Tim
bilesenleri i¢eren standardize H.perforatum ekstresiyle (Sekil 1.8.) ayn1 dozda saflastirilmis
ayr1 ayri bilesenlerin antimikrobiyal o6zellikleri arastirildiginda, tek bagsina bilesenlerin
kullanimina gore standardize ekstre daha basarili bulunmus ve bu durum ekstredeki

bilesenlerin sinerjistik etkisi ile agiklanmigtir (Mortensen vd., 2012).
Avrupa Farmakopesi’nde H.perforatum’un etkin bilesenlerinden hiperisin tayininde

total hiperisin olarak Hiperisin ve Psddohiperisin yer almaktadir (EP10) ve total hiperisinlerin

ozellikleri Cizelge 1.2.’de gosterilmektedir.
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Cizelge 1.2. H.perforatum’da yer alan total hiperisinlerin fizikokimyasal 6zellikleri (Ang vd., 2004;
Bauer vd., 2001; Doukani vd., 2020; EP10; Gioti vd., 2005; Kacerovska vd., 2008; Piperopoulos vd.,
1997; USP44).

Hiperisin Psddohiperisin

Kapal formiil 1 CgzoH160s Cs0H1609

Kimyasal okunusu 1 1,3,4,6,8,13-heksa-hidroksi- 1,3,4,6,8,13-heksa-hidroksi-
10,11-dimetilpenantro [1,10,9,8-  10- (hidroksimetil)-11-
opgra] perilen-7,14-dion metilfenantro [3,4,5,6-fghij]

perilen-7,14-dion

Molekiil agirhg : 504,4 g/mol 520,4 g/mol

Organoleptik ozellikleri : Kahverengimsi siyah toz

Coziiniirliik . Suda ¢oziinmez, DMSO, metanol, etanol gibi organik ¢oziiciilerde

ve alkali ¢ozeltilerde serbestce ¢oziinebilir.

Erime sicakhgi 1 299-301°C
Saklama kosullar : Agz sikica kapali kaplarda, 1siktan ve nemden korunarak
saklanmalidir.

H.perforatum’un antimikrobiyal etkisi kanitlanmis olmakla birlikte, yapilan ¢alismalar
gram-negatif bakterilere karsi etkinliginin, gram-pozitif bakterilere kiyasla daha smirh
oldugunu gostermektedir (Kucuk ve Yildirim, 2019; Lyles vd., 2017, Orhan vd., 2013).
Topikal uygulamalarda H.perforatum’un yara iyilesmesinden sorumlu bileseni olan hiperisin,
deriye absorbe oldugunda hiperisizm adi verilen fototoksik deri reaksiyonlarina neden
olabilmektedir (Kacerovska vd., 2008; Lyles vd., 2017; Saddige vd., 2010). Ang vd. (2004)
tarafindan yapilan stabilite ¢alismasinda, hiperisin molekiillerinin sulu ¢ozeltilerde, asidik
ortam kosullarinda ve 151k maruziyeti altinda stabil olmadig1 ve 151k etkisiyle foto tiirevlerine
doniistiikleri gosterilmistir. UV 151k ile aktive olan hiperisin, insan keratinosit ve melanosit
hiicrelerinde sitotoksik ROS olusturarak doku yikimina yol agmaktadir (De Morais vd., 2019;
Fadel vd., 2010; Farasati Far vd., 2024; Huygens vd., 2005a; Huygens vd., 2005b; Kacerovska
vd., 2008; Lyles vd., 2017; Nafee vd., 2013; Penjweini vd., 2015; Penjweini vd., 2019; Pereira
vd., 2020; Youssef vd., 2012). Bu o6zellik, antikanser arastirmalarda tiimor dokularinin

hedeflenmesi i¢in avantaj saglasa da yara tedavisi agisindan istenmeyen bir durumdur. Bu
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nedenle, hiperisin fototoksisitesinin minimize edilerek yara iyilestirici etkinin maksimum

diizeye ¢ikarilmasi gerekmektedir.

Ayrica, hiperisin lipofilik yapisi nedeniyle fizyolojik pH’da ve sulu ortamlarda
agregasyon egilimi gostermekte ve bu durum biyolojik aktivitesini azaltmaktadir (Fadel vd.,
2010; Huygens vd., 2005a; Pereira vd., 2020). Disch vd. (2017) ticari olarak temin ettikleri
ticari H.perforatum kuru ekstresindeki hiperisinlerin pH’ya duyarli ¢oziiniirliigiinii
incelemislerdir. Bunun i¢in pH aralig1 pH 1,2 ile pH 7,5 olan tampon ortamlarinda 37°C’de
90 rpm hizda inkiibatorlii calkalayicida ¢oziiniirliik ¢alismasinda, 24 ve 48. saatlerde
numuneler alinarak yapilan miktar tayinleri sonucunda, hiperisinin, en diisiik ¢ozintrligiin
pH 1,2'de 6l¢iildiigii (4,61 + 0,03 ug/ml), en diistik ¢6ziiniirligin pH 6,8'de 6l¢iildigii (23,78
+ 0,43 pg/ml) ve ¢oziniirliigiinin pH’ya duyarli oldugu bildirilmistir. Ayni bulgular
psodohiperisin i¢in de belirlenmis ve ¢ozliniirligiiniin pH’ya duyarli oldugu bildirilmistir.
Hiperisin’in aksine Psddohiperisin’in en diisikk ve en yiiksek c¢oziiniirlik sergiledigi pH
degerleri sirasiyla pH 7,5’te 2,97 + 0,14 pug/ml iken pH 5,5’te 9.84 + 0.07 ug/ml olarak
belirlenmistir. Bu durum hiperisinlerin pKa degerleri ile agiklanabilir (Gaohua vd., 2021).
Iyonlasma pH ve pKa'ya bagl oldugundan, iyonlasabilen bir etkin maddenin sulu ortamdaki
¢Oziiniirligi pH'a baghdir. Asidik bir bilesik i¢in, alkali kosullarda daha fazla etkin madde
molekiilii iyonlastigindan ¢ozeltideki pH arttiginda ¢oziiniirlik artar. Tersine, bazik bir
bilesigin ¢ozlnirliigii, ¢ozeltinin pH'1 diistiigiinde artar. Amfoterler ve zwitteriyonlar, en az
biri asidik ve en az biri bazik olmak iizere en az iki pKa degerine sahip molekiillerdir (Comer
ve Manallack, 2014). Amfoterler genellikle lipofiliktir ve nétr formlarinda en az ¢oziiniir.
Ancak zwitteriyonlar her zaman yiikliidiir; nadiren lipofiliktirler ve genellikle herhangi bir
pH'da suda ¢oziiniirler. Amfoter ve zwitteriyon bilesikleri i¢in, etkin madde molekiilleri
normalde fizyolojik pH'ta yiiksiizdiir ve bu da diisiik bir ¢6ziiniirliikle sonug¢lanir. Cozelti pH's1
onemli Olgiide yiiksek veya diisiik oldugunda, bu amfoter ve zwitteriyon bilesiklerinin
¢oziiniirliigiinde artis gozlemlenebilir. Hiperisin 2 ve 11 olmak tizere iki pKa degerine sahip
amfoter yapidadir. Hiperisinin sahip oldugu iki farkli iyonizasyon grubu pH 6,8’e denk gelen
izoelektrik noktada net yiikii sifirdir ve her iki grup da iyonize halde oldugu i¢in maksimum
¢Oziiniirliikk elde edilmistir. Psédohiperisin ise pKa degeri 7,2 oldugu i¢in en diisiik ¢ozlintirliik
pH 7,5'te tespit edilmis, en yiiksek ¢oziiniirlik pH 5,5’te belirlenmistir. pKa degerinin
altindaki pH’da ¢Oziiniirliigiiniin artti§i, pKa’ya yakin pH’larda noniyonize halde oldugu
gbzlenmistir. Bu literatiir verilerine gore hiperisinin pKa’s1 disiiniildiigiinde yara ortisii
¢aligmalarinda ¢oztinme ortami olarak kullanilacak olan pH 7,4 ¢6ziinme ortaminin hiperisin

icin uygun oldugu belirlenmistir.
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EMA tarafindan yayimlanan HPMC monografina goére, H.perforatum’un yagh
maseratlarinin hazirlanmasinda bitkisel yaglar kullanilmaktadir. Bu yontemle hazirlanan
ekstreler genellikle 1:4-1:20 (bitki:¢oziicii) oranindadir ve taze veya kurutulmus bitkinin yag
icerisinde maserasyon yontemiyle ekstrakte edilmesiyle elde edilmektedir. Maserasyon siiresi
kullanilan yonteme bagli olarak 2 giin ile birka¢ hafta arasinda degisir ve ekstraksiyon iglemi
siklikla giines 1518mma maruz birakilarak hazirlandiktan sonra yara tedavisinde
kullanilmaktadir. Ayrica %45-50 (h/h) etanol iceren ¢dziicii ile 1:5-1:10 oraninda hazirlanmig
alkollii bitki ekstreleri de yara iyilesmesinde Onerilmektedir (EMA). Kullanilan bitkinin
yetistigi bolgeye, hasat zamanina, hazirlama yontemine ve saklama kosullarina bagli olarak
H.perforatum'un kimyasal igerigi degisiklik gosterdigi igin ¢oziicii konsantrasyonundaki
farkliliklar da alkollii ekstrelerin de kimyasal bilesimini etkileyen énemli bir faktordiir ve
dogru tedavi dozunun uygulanabilmesi i¢in hem bitkinin hem de ekstrenin standardizasyonu
gereklidir. Avrupa Farmakopesi’ne (EP10) goére susuz H.perforatum ekstresinde hiperisin
olarak % total hiperisin oran1 %0,10 ile %0,30 arasinda ve kuru bitkideki total hiperisin miktar1

da minimum %0,08 olmalidir (EP10).

H.perforatum ekstresinin FT-IR (Fourier Doniisimlii Kiziltesi Spektroskopisi)
spektrumu, icerigindeki fonksiyonel gruplara 6zgii karakteristik piklerin belirlenmesini
saglamaktadir. Literatiirde H.perforatum ekstresi 3668-3248 cm™ araliginda gozlenen OH
gruplarina ait genis transmisyon bandi, 2661 cm™ ve 1276 cm~"de sirasiyla C-H asimetrik
gerilme ve CCO gerilme titresimleri, 1635 cm™ ve 1074 cm™"de sirastyla C=0 ve C-O gerilme
titresim bantlar1 ile karakterize edilmistir (Mouro vd., 2021; Mutlu vd., 2022).

Bu tez ¢alismasinda H.perforatum igeren yara ortiisii ¢alisilmasi planlandigi igin etkin
madde miktar tayini ¢aligmalari incelenmis, hiperisin bilesenlerinin analizinde ¢esitli UV (Ali
vd., 2018; Mouro vd., 2023) ve HPLC (Ayran ve Kan, 2022; Bergonzi vd., 2001; Brolis vd.,
1998) yontemleriyle elde edilen sonuglarin segiciliklerinin iyi olmasi nedeniyle kullanildigi
tespit edilmistir. EP10’da HPLC metoduyla yapilan hiperisin analizinde, mobil faz (Etil asetat:
Sodyum dihidrojen fosfat tamponu (pH 2,0): Metanol (39:41:160)) karisimi, 1 ml/dk akis hizi,
5 um C18 (250 x 4,6 mm) kolon, 20 pl enjeksiyon hacmi ve 40°C kolon sicakligi kosullarinda
590 nm’de analiz edilebilecegi bildirilmektedir.

Yapilan literatiir taramalar1, H.perforatum’un alkollii ekstrelerinin, yagh ekstrelerine

kiyasla daha yiiksek oranda hiperisin igerdigini ve bu ekstrelerden hiperisin analizinin

yapilabildigini gostermektedir (Ali vd., 2018; Arsi¢ vd., 2010; Cabbaroglu vd., 2019;
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Gunpinar vd., 2020; Isacchi vd., 2007; Stoilkovska vd., 2016; Yucel vd., 2017). H.perforatum
ekstresi  ¢esitli  organik  ¢oziiciler ve  ekstraksiyon yoOntemleri  kullanilarak
hazirlanabilmektedir. Avato ve Guglielmi (2008)’nin yaptigi bir ¢alismada, maserasyon,
dijesyon, sonikasyon ve soxhlet ekstraksiyon yoOntemlerinin etanollii H.perforatum
ekstrelerindeki bilesen verimi iizerindeki etkileri arastirillmig ve soxhlet yontemiyle
gerceklestirilen 6 saatlik ekstraksiyonun, hiperisin verimi acisindan en yiiksek sonuglari
sagladigt HPLC ve UV analizleri ile gosterilmistir. Benzer sekilde, Cossuta vd. (2012), soxhlet
ekstraksiyon yontemiyle etanol, 2-propanol, etil asetat ve n-hekzan kullanarak hiperisin
verimini degerlendirmislerdir. Hiperisin ¢oziiniirliigiiniin, solventin polaritesindeki artisa bagli
olarak yiikseldigi tespit edilmis ve en yiiksek hiperisin veriminin, oldukca polar bir ¢oziicii
olan etanol ile elde edildigi belirlenmistir. Literatiirde alkollerin, H.perforatum’un
ekstraksiyonu ve analizi i¢in yaygin olarak kullanildigi goriilmektedir. Ali vd. (2018) nin iki
farkli otomatik solvent ekstraktdr cihazi kullanarak metanol ve etanoliin hiperisin
ekstraksiyonundaki etkinligini karsilagtirdiklar1 ¢aligmada, en yiiksek hiperisin veriminin
etanol ile elde edildigi gosterilmistir. Ayrica, farkli sicaklik uygulamalarinin hiperisin verimi
tizerinde belirgin bir etkisinin olmadig: bildirilmistir. Tiim bu bilgiler dogrultusunda, hiperisin
verimi daha yiiksek olmasi i¢in ¢alismamizda soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak

etanollii H.perforatum ekstrelerinin hazirlanmasina karar verilmistir.

Kaya ve Dogan (2022), H.perforatum, Calendula officinalis ve Aloe vera ekstraktlarini
bir araya getirerek, insizyonel yara iyilesmesi iizerindeki etkileri arastirmislardir. Bu
kombinasyonun se¢ilmesinin nedeni, her bir bitkinin yara iyilesmesinin farkli agamalarinda
sinerjik etkiler gostererek, iyilesme siirecini hizlandirmay1 ve etkinligini artirma olasiligidir.
Aragtirma bulgularina gore, deney grubunda yara iyilesme siireci daha hizli ilerlemis ve
histopatolojik incelemelerde yara iyilesmesinin 21 giinde tamamlandigi goézlemlenmistir.
Altiparmak vd. (2019), H.perforatum, Liquidambar orientalis (sigla) ve propolis
kombinasyonunun enflamasyon azaltici ve epitelizasyonu artirici etkilerini in vivo ¢alismalar
ile dogrulamistir. Seyhan (2020), kurkumin ve H.perforatum’un yanik modelinde birlikte
kullaniminin, enflamasyon baskilanmasi ve fibroblast aktivasyonunu artirma yoniinden tekli
uygulamalardan daha etkin oldugunu go6stermistir. Uzunhisarcikli ve Yerer (2022),
H.perforatum yag: ile nar ¢ekirdegi yagmin (Punica granatum) insan fibroblast hiicreleri
kullanilarak, bu kombine yag uygulamalarinin hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve kolajen
tiretimi tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Sonuglar fibroblast proliferasyonu ve kolajen
sentezi lizerindeki etkilerinin birlikte artis gosterdigini tespit etmistir. Bu etkiler, yara iyilesme

siirecinde O6nemli rol oynayan hiicresel aktivitelerin desteklenmesi agisindan 6nemlidir.
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Ayrica, her iki yagin da antioksidan 6zelliklere sahip oldugu ve oksidatif stresin azaltilmasina
katkida bulundugu belirlenmistir. Yalcinkaya vd. (2022)’nin ¢alismasinda, H.perforatum,
povidon iyot, tentiir benzoin ve tretinoin gibi farkli ajanlarin yara iyilesmesi iizerindeki etkileri
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Bu arastirmada, her bir ajanin yara iyilesme siirecine
olan etkileri histopatolojik ve biyokimyasal analizlerle incelenmistir. H.perforatum'un
antienflamatuar ve epitelizasyonu destekleyici 6zellikleriyle yara iyilesmesini olumlu yonde
etkiledigi gbzlemlenmistir. Povidon iyot, antiseptik 6zellikleri sayesinde enfeksiyon riskini
azaltirken, tentiir benzoin'in yara bolgesinde koruyucu bir bariyer olusturarak iyilesmeyi
destekledigi belirlenmistir. Tretinoin ise, hiicre yenilenmesini tesvik ederek yara iyilesme
stirecine katkida bulunmustur. Calismada degerlendirilen tiim ajanlarin yara iyilesmesi
iizerinde olumlu etkileri oldugu, ancak her birinin farkli mekanizmalarla bu siireci destekledigi
tespit edilmistir. Bu ¢alismalar, H.perforatum ‘un bilinen yara iyilestirici etkisinin kombine bir
etkin madde ile birlestirildiginde yara iyilesmesinde daha olumlu etkilerin olabilecegini

gostermektedir.

1.7.2. Bor Tiirevleri

Bor, diinya rezervlerinin %73,5’inin Tirkiye’de bulunmasi ve cam, tarim, savunma,
saglik endiistrisi gibi birgok alanda yaygin olarak kullanilmas1 y6niiyle 6nemli bir elementtir
(Aydin vd., 2016; Demirci vd., 2016; Demirci vd., 2015). Bitki hiicre duvar1 yapisi ve
fonksiyonunda, ayni zamanda insan metabolizmasinda ve beslenmesinde de onemli roller
iistlenmektedir. Dogada yaklasik 230 farkli tiirii bulunan bor minerali, metal ve ametallerle
olusturdugu bilesiklerin benzersiz Ozellikleri sayesinde endiistrinin ¢esitli alanlarinda
kullanilmaktadir (Topuz, 2016). Borik asit’in, antiseptik ve antiviral 6zellikleri sayesinde agiz
gargaralari, goz damlalari, deri losyonlar1 ve kozmetik drlinler gibi farmasotik
formiilasyonlarda kullanimi yaygindir. Ayrica derin yara tedavilerinde de borik asit ¢ozeltileri
etkin bir sekilde kullamlmaktadir (Ahtzaz vd., 2019; Alencar de Queiroz vd., 2006;
Benderdour vd., 1998; Demirci vd., 2016; Demirci vd., 2015; Dogan vd., 2014; Roy vd., 2010;
Sayin vd., 2016; Soriano-Ursua vd., 2014; Soriano-Ursta vd., 2025; Sen vd., 2019). Borik

asit’in fizikokimyasal 6zellikleri Cizelge 1.3.’te gosterilmektedir.
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Cizelge 1.3. Borik asit’in fizikokimyasal 6zellikleri (Crapse ve Kyser, 2011; USP44)

HO
\
B—OH
/
HO
Kapali formiil : Hi3BOs
Kimyasal okunusu :  Orthoboric acid
Molekiil agirhg : 61,83 g/mol
Organoleptik ozellikleri : Kokusuz, renksiz veya beyaz, dokunuldugunda hafif kaygan, biraz

sedefli parlak pullu veya kristal toz

Coziiniirliik :  Suda ve alkolde ¢6ziiniir; kaynar suda ve gliserolde (%85) serbestge
¢Ozinlr

Erime sicakhig1 : 170,9°C

Saklama kosullar: :  Sikica kapali, kuru, iyi havalandirilan bir yerde saklanmalidir.

Bu tez ¢alismasinda borik asit yiikli film hazirlanmasi planlandigindan, etkin madde
miktar tayini caligmalart incelenmis, bor tiirevlerinin tayini igin spesifik reaktiflerin
kullanimina dayali UV-spektrofotometrik yontemin kullanildigi tespit edilmistir (Endo vd.,
2013; Koseoglu ve Kolak, 2010; Matoh vd., 1997; Mohammed vd., 2014; Rao ve Aggarwal,
2008; Sah ve Brown, 1997; Sarkar ve Singh, 2018). Bu yontem kolorimetrik ve florimetrik
olmak tizere iki kategoriye ayrilmistir. Kolorimetrik ydontemde, renkli bor kompleksleri
olusturmak i¢in ¢ozeltideki bor ile reaksiyona giren reaktifler kullanilir. Olusan kompleksler,
emilen 151k miktarinin renk 6zelliklerine esdeger bir dalga boyu sergiler. Bu baglamda yaygin
olarak kullanilan reaktifler sirasiyla yaklasik 550, 605 ve 410 nm dalga boyuna sahip
Kurkumin, Karmin ve Azometin-H'dir. Florimetrik yontem ise bor ile reaktifler arasindaki
reaksiyon sonrasi floresan bilesiklerin olusumunu ve miktar tayinini igerir. Kromotropik asit

ve Alizarin Kirmizisi sik kullanilan florimetrik reaktiflerdir.

Bor tayininde en yaygin kullanilan spektrofotometrik yontem, basit, hizli, hassas ve
diger kimyasal tiirlerle en az etkilesime sahip olmasi nedeniyle Azometin-H ile kompleks
olusturmaya dayali kolorimetrik yontemdir. Uehara vd. (2001)’nin ¢alismasinda Azometin-H
yontemiyle kompleks olusturarak borun HPLC ile 420 nm’de analiz edilebildigi gosterilmistir.
Mohammed vd. (2014)’nin ¢alismasinda da Azometin-H kullanilarak suda eser miktarda bor
miktarmin 400-430 nm dalgaboyu araliginda UV spektrofotometrik olarak hizli bir sekilde

Olciilebilecegi gosterilmistir.
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FT-IR spektrumu, borik asit icerigindeki fonksiyonel gruplara 6zgii karakteristik
piklerin belirlenmesini saglamaktadir. Literatiirde 3392 cm™ (O-H gerilme titresimleri), 1436
cm (B-O gerilim bandi), 1192 cm™ (B-O-H diizlemi band1) ve 883,26 cm™’de (simetrik B-O
gerilmesi) elde edilen bantlarla borik asit karakterize edilmistir (Ozdemir ve Keskiner, 2018).
Ayrica Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) taramalarinda ise iki endotermik pik ile

karakterize edilmektedir (Saidaminov vd., 2012; Y. Wu vd., 2017).

Literatiirde, bor tilirevlerinin yalnizca antimikrobiyal degil, ayn1 zamanda yara
iyilestirici etkilerinin de oldugu bildirilmektedir. Sodyum pentaborat pentahidrat igeren
karbopol hidrojellerin yanik, eksizyon ve diyabetik yanik yaralarinda in vivo ¢aligmalarda
tyilestirici etkiler gosterdigi ve borik aside kiyasla daha genis antibakteriyel etki sagladigi
belirtilmistir (Aysan vd., 2017; Demirci vd., 2016; Demirci vd., 2015; Dogan vd., 2014;
Soriano-Ursta vd., 2025). Ayrica, bor tiirevlerinin fibroblast ve keratinosit go¢iinii artirarak
ECM olugumunu destekledigi ve bu etkilerin antienflamatuvar 6zelliklerinden kaynaklandigi
ifade edilmistir (Benderdour vd., 2000; Demirci vd., 2016; Nzietchueng vd., 2002). Borik asit
yiiklii polietilen siingerlerin fare modellerinde implante edilmesiyle, anjiyojenik faktorlerin
salimini artirdig1 ve yara iyilesmesine katkida bulundugu bildirilmistir (Dousset vd., 2002).
Ahtzaz vd. (2019) kitozan-kolajen hidrojellerde borik asidin anjiyojenik etki yoluyla yara
iyilesmesini destekledigini gostermistir. Borik asit, graniilasyon dokusu olusumunda kan
damar1 yapisin gii¢lendirerek yara iyilesmesine katkida bulunur. Ancak, yliksek dozda borik
aside maruz kalmmasi durumunda doku degradasyonu ve hemoraji riski ortaya
¢ikabileceginden, topikal uygulamalarda doz ayarlamasina 6zen gosterilmelidir (Benderdour

vd., 2000; Dousset vd., 2002).

Bu caligmalar 1sinda, antimikrobiyal etkisi, yara iyilesmesine katkisi ve tilkemizin
onemli dogal kaynaklarindan biri olmasi nedeniyle formiilasyonda kullanilmak iizere Borik

asit secilmistir.
1.8. Deney Tasarin (DoE) ve Farmasotik Uriin Gelistirme Siirecindeki Rolii

flag salim sistemlerinin gelistirilmesi karmasik ve ¢ok degiskeni olan ve de optimize
edilmesi zor bir islemdir. Optimize bir formiilasyona en kisa zamanda ve en az sayida deneysel
calisma ile ulasabilmek igin deney tasarim modelleri gelistirilmistir. Ozellikle film ve
nano/mikropartikiil gibi gesitli ilag salim sistemlerinin tasarimi, deneysel siirecte kullanilan

malzemelere ve iiretim parametrelerine bagli olarak arastirma sonuglarini dogrudan
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etkileyebilecek cok sayida degisken icerir. Bu siirecte proses ¢iktisina etkisinin ne oldugu
bilinmeyen herhangi bir deneysel faktor "kara kutu" olarak degerlendirilebilir (Sekil 1.9.A) ve
optimizasyon isleminin en biiyiik avantaji1 ise bu faktorlerin proses ¢iktisina etkisinin pozitif,

negatif veya etkisiz olarak belirlenebilmesidir (Sekil 1.9.B) (Rampado ve Peer, 2023).

A)

(Proses Girdileri:
| -Materyaller

| Faktorler: ‘
| -Kontrol edilen degiskenler
| -Kontrol edilmeyen
\degiskenler

Proses Ciktilar:

( >
Negatif etki s =
( Faktor2 ) SRS p Proses Ciktilan

o f Pozitif etki
J

(__ Faktor3 E“‘“"»‘

Sekil 1.9. Proseslerin veya sistemlerin kara kutu olarak sematik gosterimi (A) ve nihai g¢iktidaki
faktorlerin farkli etkileri (B) (Rampado ve Peer, 2023).

Bir ilag¢ seklinin hazirlanmasi prosesinde etkili olan iki nicel deneysel faktoriin proses
ciktisina istenen/istenmeyen etkilerinin tamami deneysel alan olarak tanimlanabilir (Sekil
1.10.A). Bu deneysel alanda istenen proses ¢iktilarinin elde edilebilmesi igin, ilag¢ seklinin
optimizasyonunda ilk deneysel yaklagim deneme yanilma stratejisidir (Sekil 1.10.B). Bu
yontem, nispeten az sayida deney gerektirdiginden uygulanabilirligi yiiksektir ve formiilasyon
iiretiminde 6nemli sonuglar elde edilmesini saglayabilir. Ancak, bazi degiskenlerin digerlerine
kiyasla daha fazla etkili olup olmadigi ve degiskenler arasindaki olasi sinerjik veya
antagonistik etkilesimler hakkinda elde edilen bilgiler kisithidir. Ayrica nihai formiilasyon
oOzellikleri, yalmzca belirlenen deneysel aralik icerisinde anlamlidir. Deneme-yanilma
yaklagimina alternatif olarak, kapsamli tarama stratejisi, belirlenen deneysel araliktaki tiim
kosullarin sistematik bir sekilde incelenmesini igerir (Sekil 1.10.C). Bu yontem, siireg
hakkinda ayrintili bilgi edinilmesini saglamakla birlikte, birkag¢ degiskenin bile optimize
edilmesi i¢in oldukga yiiksek sayida deney gerektirir. Parametre sayis1 ve bunlarin seviyeleri
arttikca, siirecin ytiriitiilmesi katlanarak daha maliyetli ve zaman alic1 hale gelmektedir. Bu
durum, elde edilecek optimum sonuglarin saglayacagi faydalarin, siireg i¢in harcanan kaynak
ve is giiciiniin karsilanamayacak bir noktaya ulasmasina neden olabilir (Rampado ve Peer,

2023).
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Sekil 1.10. iki nicel deneysel faktor tarafindan tanimlanan iki boyutlu deneysel alanin (A), Deneme
yanilma deneysel yaklagiminin (B), kapsamli taramanin (C) ve deney tasarimi (D) sematik gosterimi.
(Yiizeydeki kirmizi noktalar istenmeyen ¢ikti araliklarimi temsil ederken, yesil noktalar istenen ¢ikti
araliklarimi temsil ederken, koyu yesil daire optimum faktér kombinasyonunu temsil eder. Siyah
noktalar koordinatlar olarak belirli faktoriyel degerler tarafindan tamimlanan deneysel bir ¢calismayt
temsil eder) (Rampado ve Peer, 2023).

Istenen proses ciktilarinin elde edilebilmesi igin, ilag seklinin optimizasyonunda
kullanilan diger yontem ise Deney Tasarimi (Design of Experiments, DoE)’dir (Sekil 1.10.D).
DoE, bilimsel ve istatistiksel ilkeler temelinde deneylerin planlanmasini, uygulanmasini ve
analiz edilmesini saglayarak girdiler ile ¢iktilar arasindaki iliskileri anlamaya olanak taniyan
istatistiksel yontemlerden biridir. DoE'nin sagladig1 sistematik analiz yaklasimi, hedeflenen
ciktiya ulagmak igin kritik olmayan parametrelere odaklanmay1 azaltirken, istenilen kaliteyi
elde etmek i¢in gerekli olan kritik parametrelere daha fazla odaklanilmasini saglar. Geleneksel
olarak tek degiskenin test edildigi deneylerin anlasilmasi kolay olmasina ragmen, DoE daha
kesin sonuglar sunar ve "deneysel hatanin" 6ngoriilmesine olanak tanir (Beg vd., 2019; Diwan

vd., 2021; Kasinathan vd., 2016; Rampado ve Peer, 2023).

DoE, deneylerin istatistiksel olarak en uygun sekilde planlanmasini saglayarak bagimsiz
degiskenler (girdi faktorleri) ile bagimli degiskenler (yanitlar) arasindaki etkilesimi belirler.
Regiilasyon ve kalite giivencesi agisindan, ICH Q8 (Farmasotik Gelistirme), Q9 (Kalite Risk
Yonetimi) ve Q10 (Farmasotik Kalite Sistemi) kilavuzlarinda yer alan "Quality by Design
(QbD)" yaklagimi ile {iriin kalitesinin siirekliligi saglanirken de DoOE yaklagimindan
yararlanilmaktadir (Beg vd., 2019; Rampado ve Peer, 2023).

Yanit Yizey Metodolojisi (Response Surface Methodology, RSM), risk
degerlendirmesi ve/veya tarama c¢alismalar1 sonucunda belirlenen faktorlerin optimizasyonu
icin Ozel olarak kullanilan DoE tasarimidir. Bu tasarim, faktorlerin ana etkilerini ve
etkilesimlerini belirlemek i¢in istatistiksel olarak yeterli olacak sayida deneysel kosul saglar.
Baglica RSM modelleri Tam Faktoriyel Tasarim (Full Factorial Design, FFD), Merkezi
Kompozit Tasarim (Central Composite Desigh, CCD), Box-Behnken Tasarimi (Box-Behnken
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Design, BBD), Optimal Tasarim (Optimal Design) ve Karigim Tasarimlar1 (Mixture Designs)
olarak listelenebilir (Sekil 1.11.) (Beg vd., 2019; Patel vd., 2022).

A) B) Q) D) E)

Sekil 1.11. Yanit ylizey tasarimlarmin gorsellestirilmis 6rnekleri. (A) Tam Faktoriyel Tasarim, (B)
Merkezi Bilesik Tasarim (CCD), (C) Box-Behnken Tasarimi (BBD), (D) Optimal Tasarim ve (E)
Karigim Tasarimi ((Beg vd., 2019)’dan uyarlanmistir)

FFD, tiim olas1 faktdr kombinasyonlarini test ederek en kapsamli analiz saglar. Iki veya
daha fazla faktoérden olusan ve her faktoriin belirli seviyelerde degerlendirildigi bir deney
plamidir. Bu tasarim XX ile ifade edilir; burada X faktdr sayisin, k ise her faktdr igin belirlenen
seviyeleri gostermektedir. Ancak, faktor sayisinin artmastyla birlikte deney sayisi iistel olarak
artti@1 i¢in biiyiik 6l¢ekli ¢alismalarda uygulanabilirligi sinirlidir (Beg vd., 2019; Tavares Luiz
vd., 2021).

CCD, dogrusal olmayan etkilesimleri modellemek icin kullanilan en yaygin deney
tasarimlarindan biridir. Faktoriyel noktalar, merkez noktalar ve eksenel noktalar iceren bir
yapiya sahiptir. Bu yontem, ikinci dereceden (kuadratik) modeller olusturarak ii¢ seviyeli tam
faktoriyel deneyler gerektirmeden calisiimasini saglar. Faktoriyel tasarim dogrusal etkileri
ortaya koyarken, CCD tasarim1 RSM grafigi olugturmak i¢in elde ettigi kuadratik modeller ile
deney tasarim alanini genisleterek optimizasyon saglar (Beg vd., 2019; Patel vd., 2022;
Sadoun-Daikha vd., 2021; Tavares Luiz vd., 2021).

BBD, bagimsiz bir ikinci dereceden tasarim olup, i¢ine gdmiilii bir faktdriyel tasarim
veya tam faktoriyel deney seti igermez. Bu tasarimda, deney kombinasyonlari tasarim alaninin
kenar noktalarinin orta noktalarina ve merkeze yerlestirilir. BBD, daha az deney gerektirmesi
ve tasarimin simetrik olarak dondiiriilebilir olmasi nedeniyle optimizasyon c¢aligmalarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte, CCD’ye kiyasla ortogonal bloklama
kabiliyeti sinirlidir, ancak ikinci dereceden modellerin olusturulmasinda giiglii bir alternatiftir

(Beg vd., 2019; Diwan vd., 2021; Tavares Luiz vd., 2021).

DoE nin bagaril1 bir sekilde uygulanmasi igin belirli adimlar1 takip etmek gereklidir. Ilk

olarak, ¢alismanin amaci agikc¢a tanimlanmali ve aragtirilacak faktorler ile yanit degiskenleri
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belirlenmelidir. Hangi degiskenlerin deneysel siirecte kritik rol oynadigini anlamada faktorler
ile yanit degiskenleri arasindaki nedensel iliskilerin belirlenmesi énemli bir adimdir. Ugiincii
asamada, deneyde degerlendirilecek faktdrler secilmeli ve bunlarin degisim araliklari
belirlenmelidir. Bu asamay1, yanit degiskenlerinin se¢imi takip eder. Deneyde Olciilecek
ciktilar dogru bir sekilde secilmeli ve dlglim yontemleri tanimlanmalidir. Deneyin besinci
adimi, uygun deney tasarim yonteminin se¢ilmesidir. FFD, CCD veya BBD gibi uygun bir
deney tasarimi belirlenerek calisma stireci sekillendirilir. Belirlenen tasarim dogrultusunda
deneyler gergeklestirilir, deneylerden elde edilen veriler analiz edilir ve matematiksel
modellemeye tabi tutulur. Modelleme sonuglarina dayali olarak en uygun faktor seviyeleri
belirlenir. Son olarak, deney sonuglarinin dogrulanmasi gerceklestirilerek tekrarli deneyler ile
slireg giivence altina almir. RSM iginde yaygin olarak kullanilan istenirlik fonksiyonu
(desirability function) ile farkli yanit degiskenlerinin hedeflenen degerlere ulagsma derecesi 0
(hi¢ istenmeyen) ile 1 (tam istenen) arasinda bir skalada degerlendirilir (Beg vd., 2019;
Rampado ve Peer, 2023).

Farmasotik alanda kullanilan c¢esitli ilag tasiyici sistemlerin iiretiminde DOE ile
calisilmig aragtirmalar bulunmaktadir. Polimerik nanopartikiillerde, polimer, yag ve yiizey
aktif madde miktari, etkin madde konsantrasyonu, etkin madde/polimer orani, sulu ve organik
faz hacimleri, karistirma hizi ve siiresi, homojenizasyon hizi, santrifiijleme siiresi ve hizi,
sonikasyon siiresi ve frekansi gibi faktorlerin etkisini incelemek icin bircok DoE tiirii
uygulanmistir ve nanopartikiil {iretimi optimize edilmistir. Literatiire gore, polimerik
nanopartikiillerin bir¢ok bagimli degiskeni incelenmistir; bunlar arasinda ortalama partikiil
boyutu, polidispersite indeksi, zeta potansiyeli, enkapsiilasyon etkinligi, etkin madde yiikleme
kapasitesi ve etkin madde salim hizi bulunmaktadir. Bunlarin diginda SPAN, pH ve ylizey
alam1 gibi polimerik nanopartikiill hazirlamada yer alan diger parametreler de
degerlendirilebilmektedir (Abosabaa vd., 2021; Akmal Johari vd., 2024; Arora vd., 2011;
Diwan vd., 2021; Haider vd., 2021; Kasinathan vd., 2016; Patel vd., 2022; Ribeiro vd., 2013;
Sathyamoorthy vd., 2017; Tavares Luiz vd., 2021). Akmal Johari vd. (2024), emiilsiyon
¢oziici buharlastirma yontemi ile Acalypha indica ekstresi yiikli kitozan-PCL
mikropartikiillerin optimizasyonunda tek faktorlii deneysel tasarim ve CCD tasarim
yontemlerini karsilagtirmiglardir. CCD kullanilarak elde edilen mikroenkapsiilasyon kosullari,
tek faktorlii deneysel tasarim yontemine kiyasla daha yiiksek enkapsiilasyon etkinligi ve daha

kontrollii partikiil boyutu dagilimi saglamistir.
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DoE yontemleri, film 6zelliklerinin iyilestirilmesi ve istenilen farmasétik performansin
elde edilmesi agisindan 6nemli bir optimizasyon aracidir (Cao vd., 2025; Dinh vd., 2024;
Sagiroglu vd., 2021). Singh vd. (2015), kitozan bazli yenilebilir filmlerin gelistirilmesinde
BBD kullanarak kitozan konsantrasyonu, gliserol miktar1 ve kurutma sicakligi gibi ii¢
bagimsiz degiskenin etkilerini degerlendirmistir. Film kalinlig1, nem igerigi, ¢oziliniirlik, renk
parametreleri, gerilme direnci, yogunluk, 1s1k gecirgenligi ve su buhar1 gegirgenlik hiz1 gibi
cok sayida bagimli degisken bu kapsamda analiz edilmistir. Caligma sonucunda, kitozan
konsantrasyonunun film 6zellikleri lizerinde genel olarak anlamli etkiler olusturdugu, gliserol
miktarinin yogunluk tizerinde ters yonlii etkili oldugu ve kurutma sicakliginin gerilme direnci
ozellikleri {lizerinde belirleyici oldugu goriilmiistiir. Optimum film formiilasyonu, %2,0
kitozan, %0,75 gliserol ve 40°C kurutma sicakligi olarak tamimlanmigtir. Bukkal yolla
uygulanan bir film ¢alismasinda ise, Mortazavian vd. (2014), tiyolatli dimetil etil kitozan
tirevinden hazirlanan insiilin yiiklii nanopartikiilleri kitozan bazli filmlere yiikleyerek bu
sistemin biyoadezyon ve mekanik performansint CCD ile optimize etmislerdir. Bagimsiz
degisken olarak kitozan ve gliserol oranlar1 degerlendirilmis; yanit degiskenleri ise gerilme
direnci ve biyoadezyon kuvveti olarak belirlenmistir. Optimum formiilasyon, %4 kitozan ve
%10 gliserol ile elde edilmis ve 5,81 kg/mm? gerilme direnci ile 2,47 N biyoadezyon kuvveti
saglanmistir. Sasikala vd. (2018), kitozan ve manuka bali igeren yara Ortiisi
formiilasyonlarinin iretim kosullari1 optimize etmis ve kitozan, bal ve plastizer
konsantrasyonlarinin, gerilme kuvveti, elastikiyet, su buhar1 gecirgenligi ve biyoadezyon
tizerindeki etkilerini RSM ile analiz etmislerdir. Calisma sonucunda %2 kitozan, %13 manuka
bali ve %0,75 plastizer orani ile hazirlanan filmlerin, mekanik dayaniklilik ve nem dengesini
saglayan ideal bir yara oOrtiisli profili sundugu raporlanmistir. Sonug olarak giintimiize kadar
yapilan c¢aligsmalar, DoE kullaniminin uygun istatistiksel yontem, faktdr veya degisken ve

faktor seviyeleri secilirse avantajli oldugunu gostermektedir.

Bu tez calismasinda, biyobozunur polimerlerle yarali bolgeye topikal olarak
uygulanabilen, bu etkin maddeleri igeren bir ilag sekli gelistirilmesi amaglanmugtir. Literatiirde
H.perforatum ekstre ve bilesenleri ile boru bir arada igeren partikiiler ilag sistemi ve film yara
ortiisii ¢calismasi bulunmamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, etkin madde saliminin modifiye
edilmesi ve stabilite problemlerinin asilmasi igin hiperisin standardize H.perforatum
ekstresinin nanopartikiiler sistem haline getirilmesi, es zamanli olarak ¢alisilmasi diisiiniilen
polimerler ile biyoadezif film formiilasyonlarinin ¢dziicli dokme yontemi ve 3B baski yontemi
ile hazirlanmasi ve ideal film formiilasyonlarinin se¢ilmesi, her iki etkin maddenin segilen film

formiilasyonu igerisine yiiklenmesi ve optimize edilen formiilasyonun in vivo ¢alismalarla yara
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iyilesmesindeki etkisinin tespit edilmesi sonucunda, 3B bask: ile hastaya 6zgii, yaralarin
boyutuna uygun yara Ortiilerinin hazirlandig1 yeni ve giincel bir ila¢ seklinin gelistirilmesi

diistinilmiistiir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Amonyum asetat

Aseton

Asetonitril

Askorbik asit

Azometin-H

Borik asit

Diklorometan

Disodyum hidrojen fosfat
Etanol (Farmasotik grade)

Etil asetat (HPLC Grade)
Fibroblast Basal Medium
Glasiyel asetik asit

Gliserol

Hidroklorik asit

Hiperisin from Hypericum perforatum
Kitozan-Diisiik molekiil agirlikli
Kitozan-Orta molekiil agirliklt
L929 fare fibroblast hiicresi
Metanol (HPLC Grade)

Mikrofil

Miisin

Na;EDTA

Ortofosforik asit
Polikaprolakton, ortalama MA: 80,000
Potasyum dihidrojen fosfat

Potasyum hidroksit

Primer Dermal Fibroblast Hiicresi, (Normal,

Human, Adult)

Isolab Chemicals, Tiirkiye
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, Cin
Merck, Almanya

Boren, Tiirkiye

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
Carlo Erba, Almanya
Carlo Erba, Almanya
ATCC, Almanya
Riedel-de Haen, Almanya
Riedel-de Haen, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Cayman, Almanya

Sigma Aldrich, ABD
Sigma Aldrich, ABD
ATCC, Almanya

Merck, Almanya
Microfil, ABD

Carl Roth, Almanya
Sigma, Almanya

Aklar Kimya, Tiirkiye
Aldrich, Birlesik Krallik
Merck, Almanya

Merck, Almanya

ATCC, Almanya
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Propilen glikol

Psodohyperisin

PVA (Mowiol 4-88, MW:31,000)
Sodyum klortir

Staphylococcus aureus (ATCC®25923™)
Escherichia coli (ATCC®25922T™)

2.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

24 kuyulu hiicre kiltiirii plagi

3B Baski Cihazi (Axo Al)

Calkalayicil inkiibator (MaxQ Mini 4450)
Derin dondurucu (-40°C)

Derin dondurucu (-70°C)

Diferansiyel Tarama Kalorimetresi
Fourier Doniistimlii Kiz1l6tesi Spektroskopisi
Hassas terazi

Homojenizator (Ultra Turrax T25)

HPLC kolonu, C18, 5 um, 150x4,6 mm
Liyofilizator (Toros TRST 4/4 DS)
Manyetik karistirict

Mikro-bilgisayarli tomografi (SkyScan 1275)
Mikrometre

Mikropipet

Partikiil biiyiikliigii analizi cihazi

Petri kutusu PTFE 60x15 mm

pH metre

Prob sonikatér (SonoPuls HD 2070)

SEM kaplama cihazi

SEM Quanta 400F Field Emission

Tekstiir analiz cihazi (TA-XT Plus)
Ultrasantrifiij (Sigma 3-30 KS)

UV-Vis Spektrofotometre (Evolution 201)
Vial Amber (1,5 ml, 11,6*32 mm), kapakli

Aklar Kimya, Tiirkiye
Cayman, Almanya
Sigma Aldrich, ABD
Kimetsan, Tiirkiye
ATCC, Almanya
ATCC, Almanya

Greiner, Almanya

Axolotl, Tiirkiye

Thermo Scientific, ABD

Heto, Almanya

Scancool, Almanya

Shimadzu (DSC 60), Japonya
Shimadzu FTIR-8040, Japonya
Sartorius (BL 210S), Almanya
IKA, Almanya

ACE (5 C18), iskogya
Teknosem, Tiirkiye

Daihan Scientific, Giiney Kore
Bruker, Belgika

NSK, Japonya

Isolab, Tiirkiye

Malvern Instruments, ingiltere
Microcult, Almanya
Mettler Toledo, Isvigre
Bandelin, Almanya
Gatan, ABD

Thermo Fisher Scientific-FEl,
Almanya

Stable Micro Systems, Birlesik Krallik
Sigma, Almanya

Thermo Scientific, Almanya

S&H Labware, Almanya

53



Vorteks cihazi Reax Top, Heidolph, Almanya
Yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) Agilent (1100 series), ABD
Zeta potansiyeli 6l¢tim cihazi Zetasizer Nano ZS, Malvern

Instruments, Ingiltere
2.2. Yontemler
2.2.1. Cahsmalarda Kullanilan Tamponlar
Borik asit’in spektrofotometrik analizini yapmak i¢in pH 5,2 tampon ¢ozeltisi ve
Azometin-H renk ¢ozeltisi kullanilmigtir (Endo vd., 2013; Koseoglu ve Kolak, 2010; Matoh
vd., 1997; Mohammed vd., 2014; Rao ve Aggarwal, 2008; Sah ve Brown, 1997). igerikleri

asagida yer almaktadir:

pH 5,2 amonyum asetat tamponu icerigi:

Amonyumasetat 50,0 ¢
Glasiyel asetikasit 25,0 ml
Na,eDTA 1449
Saf su 100 ml

Hazirlamisi: 100 ml saf su igerisine 50,0 g amonyum asetat eklenmis, amonyum asetat
¢oziindiikten sonra 25 ml glasiyel asetik asit ve 1,4 g Na;EDTA ilave edilmistir. Ardindan
hidroklorik asit ile pH’s1 5,2’ye ayarlanmustir.

Azometin-H renk ¢ozeltisi igerigi:

Azometin-,o._.....~~~ 05¢g
Askorbik asit 109
Saf su 50 ml

Hazirlamisi: 50 ml saf su igerisine 0,5 g Azometin-H ve 1,0 g Askorbik asit
¢Oziilmistiir. Kullanilincaya kadar 151k almayacak sekilde karanlik ortamda ve buzdolabinda

saklanmustir.

In vitro salim ortaminda yapay yara sivisit olarak pH 7,4 fosfat tamponu (PBS;
Phosphate-buffered saline) kullanilmigtir (USP44).
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pH 7,4 fosfat tamponu igerigi:

Disodyum hidrojen fosfat 2,38¢
Potasyum dihidrojen fosfat 0,199
Sodyumkloriir ... 800g
Sodyumazid 0,19
Distilesu___ ym 1000 ml

Hazirlamisi: 2,38 g disodyum hidrojen fosfat, 0,19 g potasyum dihidrojen fosfat, 8 g
sodyum kloriir tartilmig ve balon jojede 1000 ml’ye distile su ile tamamlanarak homojen bir
karigim elde edilmistir. Daha sonra, 0,1 g sodyum azid ¢éziinme ortaminda mikroorganizma

olugsmasini 6nlemek igin eklenmistir. Son olarak, ortofosforik asit ile pH 7,4’e ayarlanmistir.

2.2.2. H.perforatum’un Standardinin Cesitli Céziinme Ortamlarindaki

Analizleri

2.2.2.1. H.perforatum’un Standardinin UV-Vis Spektrofotometre ile Miktar

Tayini ve Metanol Cozeltisinde Kalibrasyonu

H.perforatum ekstresinin total hiperisin igerigi bakimindan farmakopeye uygunluk
analizi i¢in UV spektrofotometre yontemi se¢ilmis ve elde edilen kalibrasyon denklemi bitki

ekstresindeki total hiperisin tayininde kullanilmigtir.

Total hiperisin tayini i¢in standart olan hiperisinin metanolde (100 pg/ml) stok ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. Ardindan 1:10 seyreltilen ¢6zeltinin 400-650 nm araliginda UV-Vis
spektrofotometre (Thermo Scientific, Evolution 201, Almanya) ile spektrumlart alinmustir.
Absorbansin maksimum oldugu dalga boyu tespit edilmistir. Seyreltme yapilarak 8 farkli
konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmis ve 588 nm'de analiz gerceklestirilmistir. Konsantrasyona
kars1 elde edilen absorbans verileriyle kalibrasyon grafigi cizilerek dogru denklemleri

hesaplanmstir.

2.2.2.2. H.perforatum’un Standardinin HPLC Yéntemi ile Analiz Metodunun

Gelistirilmesi

Yontem belirlenmesi i¢in pek ¢ok 6n c¢alisma yapilmis ve H.perforatum ekstresinden

hiperisinin tayini i¢in ¢ozlicli olarak metanol ortami tercih edilmistir (Ali vd., 2018; Brolis vd.,
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1998; Dikmen vd., 2011; Koyu ve Haznedaroglu, 2015; Lyles vd., 2017; Orhan vd., 2013;
Reyes ve Koda, 2001; Yucel vd., 2017). Elde edilen verilerden yola ¢ikarak EP10’da yer alan
HPLC yontemi modifiye edilmistir. Mobil fazi olusturan solvanlarin farkli oranlari,
enjeksiyon hacmi, akis hiz1 gibi parametreler degistirilerek uygun ve kisa alikonma siiresinde

kromatogram veren HPLC (Agilent 1100 series, ABD) metodu gelistirilmistir (Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.1. Hiperisinlerin metanol ortamimnda HPLC yontemi parametreleri

Mobil faz : Etilasetat: Metanol: Fosfat tamponu (pH 2,0) (26:66:8 h/h/h)
Akis hizi : 1 ml/dk

Enjeksiyon Hacmi 120 ul

Kolon : ACE5 C18 (5 um, 150 x 4,6 mm)

Dedektor 2590 nm

Sicaklik :20°C

Alikonma Zamant : 2,0 dk (Psodohiperisin); 3,7 dk (Hiperisin)

2.2.2.3. H.perforatum’un Standardinin HPLC Yoéntemi ile In Vitro Céziinme

Ortaminda ve Metanol Cozeltisinde Miktar Tayini ve Kalibrasyonu

Ekstredeki Hiperisin ve psddohiperisin tayini i¢in standart maddelerin metanolde
(100 ug/ml) ve in vitro ¢6ziinme ortaminda (PBS pH 7,4: etanol 3:1) stok ¢ozeltisi
hazirlanmigtir (100 pg/ml). Her iki ¢oztinme ortami igin de 7 farkli konsantrasyonda (1 pg/ml
- 8 ug/ml) hazirlanan ¢ozeltilerin 590 nm'deki absorbans verileri tespit edilerek kalibrasyon
grafikleri ¢izilmis ve dogru denklemleri elde edilmistir. Metanol ortaminda elde edilen
denklem bitki ekstresindeki Hiperisin ve Psoddohiperisin miktarinin tayininde ve
nanopartikiillerin enkapsiilasyon etkinliginin tayininde, in vitro ¢oziinme ortaminda elde

edilen denklem ise etkin maddenin ¢6ziinme ortamindaki miktar tayininde kullanilmistir.

2.2.3. Borik Asit’in UV-Vis Spektrofotometre ile Miktar Tayini

Bor tayininde en yaygin kullanilan spektrofotometrik yontem olan basit, hizli, hassas ve
diger kimyasal tiirlerle en az etkilesime sahip olmasi nedeniyle Azometin-H ile kompleks
olusturmaya dayali kolorimetrik yontem kullanilmistir (Endo vd., 2013; Mohammed vd.,
2014). Borik asitin filmden kantitatif miktar tayininin yapilabilecegi ¢6ziicii olarak %1,5 (h/h)
sulu asetik asit ortam1 (Ahmed vd., 2009) ve in vitro salim tayininin yapilacagi ortam olarak

hiperisinlerde oldugu gibi PBS (pH 7,4) ortam1 tercih edilmistir.
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2.2.3.1. Borik Asit’in In Vitro Coziinme Ortaminda ve %1,5 (h/h) Sulu Asetik
Asit Cozeltisinde UV-Vis Spektrofotometrik Yontem ile Kalibrasyonu

Borik asit tayini i¢in standart maddenin %1,5 (h/h) sulu asetik asit ortaminda ve PBS
ortaminda (1000 pg/ml) stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ardindan belli oranda seyreltilen
¢ozeltinin 1 ml’sine 0,25 ml pH 5,2 tampon ¢ozeltisi ve 0,25 ml azometin-H ¢ozeltisi ilave
edilerek vorteks ile karistirilmig ve en az 45 dk karanlik ortamda bekletilmistir. Benzer sekilde
¢Oziicli ortamin 1 ml’sine 0,25 ml tampon ¢ozeltisi ve 0,25 ml azometin-H ¢ozeltisi ilave edip
karigtirilarak, en az 45 dk karanlik ortamda bekletilerek kor cozeltisi hazirlanmigtir.
400-650 nm arahiginda UV-Vis spektrofotometre (Thermo Scientific, Evolution 201,
Almanya) ile kore kars1 spektrumlar1 alinmig ve maksimum absorbans verdigi dalga boyu
bulunmustur. 2 ug/ml ile 8 pg/ml arasindaki derisimlere seyreltme yapilarak 7 farkli
konsantrasyonda (2 pg/ml, 3 pg/ml, 4 pg/ml, 5 pg/ml, 6 pg/ml, 7 pg/ml ve 8 pg/ml) ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zeltilerin 1’er ml’sine 0,25 ml renk ¢6zeltisi ve 0,25 ml tampon
cozeltisi ilave edilip karistirilarak en az 45 dk karanlik ortamda bekletilerek analiz edilmistir.
Okunan absorbans degerleriyle bulunan kalibrasyon grafikleri ¢izilerek elde edilen dogru
denklemleri film formiilasyonlarinda ve in vitro ¢6ziinme ortaminda kantitatif borik asit miktar

tayininde kullanilmistir.

2.2.4. Etkin Maddelerin Miktar Tayininde Kullanilan Analitik Yéntemlerin

Validasyonu

Gelistirilmesi planlanan analitik uygulamalar i¢in analitik yontemin amaca uygun olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in yapilan laboratuvar calismasi ve deneyler, analitik yontem
validasyonu olarak tanimlanmaktadir. Etkin madde miktar tayininin performansini
degerlendirmek igin kullanilan deneysel validasyon yontemleri asagida agiklanmigtir (ICH-

Q2(R1), 2005; USP44, 2021).

2.2.4.1. Dogruluk

Bir analitik yontemin dogrulugu, o yontem kullanilarak elde edilen test sonuglarinin
gergek veya kabul edilen referans degere yakinliginin 6l¢iisii olarak tanimlanir. Yani teorik
olarak bilinen degerlerle pratik olarak uygulamada elde edilen degerlere yakinliginin tespitini
saglar. Degerlendirme siirecinde, bilinen miktardaki etkin maddenin analiz edilmesiyle elde

edilen % geri elde degerleri bulunarak hesaplanir. Belirli aralig1 kapsayan en az ii¢ farkli
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konsantrasyon noktasinda her biri en az iicer kez hazirlanan 6rneklerin yiizde geri eldelerinin

hesaplanmasi ile belirlenir (ICH-Q2(R1), 2005; USP44, 2021).

Hiperisin ve Psodohiperisin’in HPLC yontemiyle metanol ortaminda 0,1 mg/ml
konsantrasyondaki stok cozeltisi kullanilarak, ii¢ farklt konsantrasyondaki (hiperisin icin
2ug/ml, Spg/ml, 7ug/ml; psédohiperisin i¢in 2ug/ml, 4ug/ml, 7ug/ml) t¢ farkli ¢ozeltisi
hazirlanmigtir. In vitro ¢oéziinme ortamindaki hiperisin tayini igin hiperisinin 0,1 mg/ml
konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi kullanilarak, 3pg/ml, Spug/ml, 8ug/ml konsantrasyondaki ti¢
farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltiler belirlenen HPLC yontemi kullanilarak 6’sar kere
analiz edilmistir. Elde edilen alan verileri yardimiyla pratik konsantrasyon, ortalama % Geri

Elde, Standart Sapma (SS) ve % Bagil Standart Sapma (BSS) degerleri hesaplanmugtir.

UV-Vis spektrofotometre yontemiyle hiperisin olarak total hiperisin tayini i¢gin metanol
ortaminda hiperisinin 0,1 mg/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi kullanilarak, 2pg/ml,
Spg/ml, 8ug/ml konsantrasyondaki ti¢ farkli ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Cozeltiler UV
spektrofotometre kullanilarak 6’sar kere analiz edilmistir. Elde edilen absorbans verileri
yardimiyla pratik konsantrasyon ve ortalama % Geri Elde, Standart Sapma (SS) ve % Bagil
Standart Sapma (BSS) degerleri hesaplanmugtir.

%1,5 (h/h) sulu asetik asit ortamindaki borik asit tayini i¢in borik asitin 1 mg/ml
konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi kullanilarak, 3pg/ml, Sug/ml, 8ug/ml konsantrasyondaki ti¢
farkli ¢ozeltisi hazirlanmisgtir. PBS ortamindaki borik asit tayini igin borik asitin 1 mg/ml
konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi kullanilarak, 3pg/ml, Sug/ml, 7ug/ml konsantrasyondaki ti¢
farkli ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozeltiler UV spektrofotometre kullanilarak 6’sar kere analiz
edilmistir. Elde edilen absorbans verileri yardimiyla pratik konsantrasyon ve ortalama % Geri
Elde, Standart Sapma (SS) ve % Bagil Standart Sapma (BSS) degerleri hesaplanmustir.

2.2.4.2. Kesinlik

Ayni homojen numuneden alman birden fazla 6rnekle yapilan GSlglimler arasindaki
uyum, analitik yontemin kesinligi olarak tanimlanmaktadir. Bu kavram, yontemin normal
kosullar altinda tutarlilik gosterip gostermedigini degerlendirmek igin kullanilir. Kesinlik;
tekrarlanabilirlik, ara kesinlik ve laboratuvarlar arasi tekrar edilebilirlik olmak {izere {i¢ ana

bilesen lizerinden incelenir (ICH-Q2(R1), 2005).
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e Tekrarlanabilirlik; kisa zaman araliklarinda ayni islem kosullar1 altindaki kesinligi ifade
eder. Raporlanabilir aralikta en az dokuz 6l¢iim (ii¢ konsantrasyon x li¢ tekrar) iicer kez
veya test konsantrasyonunun %100’iinde en az alt1 6l¢iimle belirlenir.

e Ara kesinlik; yontemin kullanilacagi kosullara bagli olarak farkli giinler, farkli ¢evresel
kosullar, farkli analistler, farkli cihazlar gibi laboratuvar igi degiskenleri belirtir. Bu
etkilerin her birinin ayr ayr incelenmesinin gerekmedigi de kilavuzda belirtilmistir.

e Tekrar elde edilebilirlik; birden fazla laboratuvarda yapilan kesinlik ¢aligmalaridir.

Hiperisin ve Psoddohiperisin’in HPLC yontemiyle metanol igindeki miktar tayini
yonteminin tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi icin; ii¢ farkli konsantrasyonda (hiperisin
icin 2pg/ml, Spg/ml, 7ug/ml; psédohiperisin igin 2ug/ml, 4ug/ml, 7ug/ml) ¢ozeltileri
hazirlanmigtir. In vitro salim ortamindaki hiperisinin HPLC yontemiyle miktar tayini
yonteminin tekrarlanabilirliginin  belirlenebilmesi  igin; 2pg/ml, Spg/ml,  8pg/ml
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Bu ¢ozeltilerin belirlenen HPLC yontemi ile art
arda 6 defa analizleri yapilarak konsantrasyonlara karsilik gelen alan degerleri ve pratik

konsantrasyonlar1 bulunmustur.

UV-Vis spektrofotometre yontemiyle hiperisin olarak total hiperisinin miktar tayini
yonteminin  tekrarlanabilirliginin ~ belirlenebilmesi igin; 2pg/ml, Spg/ml,  8ug/ml
konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmig ve bu ¢ozeltilerin spektrofotometre ile art arda 6
defa analizleri yapilarak konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri ve pratik

konsantrasyonlar1 bulunmustur.

UV-Vis spektrofotometre yontemiyle borik asitin %1,5 (h/h) asetik asit igindeki miktar
tayini yonteminin tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi igin; 3pg/ml, Spg/ml, 7ug/ml
konsantrasyonlarda cozeltileri hazirlanmistir. UV-Vis spektrofotometre yontemiyle borik
asitin PBS icindeki miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirliginin belirlenebilmesi i¢in;
3pg/ml, Spg/ml, 7ug/ml konsantrasyonlarda c¢ozeltileri hazirlanmigs ve bu ¢ozeltilerin
spektrofotometre ile art arda 6 defa analizleri yapilarak konsantrasyonlara karsilik gelen

absorbans degerleri ve pratik konsantrasyonlar1 bulunmustur.

2.2.4.3. Teshis Sitmir1 (DL) ve Tayin Simir1 (QL)

ICH kalite kilavuzunda LOD ve LOQ olarak yer alan terimler, revizyonla birlikte DL
ve QL olarak adlandirilmaya baslanmustir. Teshis sinwrt (DL): Belirli kosullar altinda 6rnek
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icinde analiz edilen maddenin algilanabilen ancak tam olarak miktar tayini yapilamayan en

diisiik miktaridir (ICH-Q2(R1), 2005)

DL=330/S Esitlik 2.1.

o: Regresyon dogrularinin y eksenini kesen noktalarinin standart sapmast

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi

Tayin simirt (QL): Belirli kosullar altinda 6rnek i¢inde analiz edilen maddenin uygun
kesinlik ve dogruluk ile kantitatif olarak belirlenebilen en diisiik miktaridir (ICH-Q2(R1),
2005).

QL =100/S Esitlik 2.2.

o: Regresyon dogrularinin y eksenini kesen noktalarinin standart sapmast

S: Kalibrasyon dogrusunun egimi

2.2.4.4. Dogrusalik

Analitik yontemde verilen aralik boyunca ornek igindeki analiz edilen maddenin
konsantrasyonu ile elde edilen test sonuglarinin arasinda dogrusal iliski elde edilebilmesidir.
Dogrusalligin degerlendirilmesi igin analitik yontemde verilen aralik boyunca en az bes
konsantrasyon noktasi kullanilarak determinasyon katsayisi, dogrunun y eksenini kestigi
kesisim noktast, regresyon dogrusunun egimi ve regresyon dogrusundan sapma analizi verileri
belirlenmelidir (ICH-Q2(R1), 2005). Uygulama aralig1 ise ornek igindeki analiz edilen madde
icin analitik yontemin uygun kesinlik, dogruluk ve dogrusalliga sahip oldugunun gosterildigi

en diisiik ve en yliksek konsantrasyonlari arasindaki araliktir.

Hiperisin ve psddohiperisin’in HPLC yontemiyle metanoldeki miktar tayini yonteminin
dogrusalliginin belirlenebilmesi i¢in 1pg/ml ile 8pug/ml araliginda 7 farkli konsantrasyonda
cozeltileri hazirlanmistir. Hiperisin’in HPLC yontemiyle PBS icindeki miktar tayini
yonteminin dogrusalliginin belirlenebilmesi igin 2ug/ml ile 8ug/ml araliginda 7 farkl
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmis ve hazirlanan konsantrasyonlara karsilik gelen alan

degerleri kullanilmisgtir,
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Total hiperisin’in spektrofotometre yontemiyle metanol ig¢indeki miktar tayini
yonteminin dogrusalliginin belirlenebilmesi igin 1ug/ml ile 9ug/ml araliginda 8 farkli
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmis ve hazirlanan konsantrasyonlara karsilik gelen

absorbans degerleri kullanilmistir.

Borik asitin spektrofotometre yontemiyle %1,5 (h/h) asetik asit ortami i¢indeki miktar
tayini yonteminin dogrusalliginin belirlenebilmesi i¢in 2pug/ml ile 8ug/ml araliginda 7 farkli
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Borik asitin spektrofotometre yontemiyle PBS
ortami igindeki miktar tayini yonteminin dogrusalliginin belirlenebilmesi i¢in 2ug/ml ile
8ug/ml araliginda 7 farkli konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmis ve hazirlanan

konsantrasyonlara karsilik gelen absorbans degerleri kullanilmustir.

Geligtirilen etkin madde miktar tayini yoOntemlerinin dogrusallik araliginin
degerlendirilmesinde Istatistiksel hesaplama ve grafik cizimlerinde GraphPad InStat Istatistik

Programi (Version 3.05) kullanilmustir.

2.2.4.5. Secicilik

Secicilik, diger bilesenlerin varligindan etkilenmeden analiz edilen maddenin analitik
yontem ile tayin edebilmesidir (ICH-Q2(R1), 2005). Segicilik testi igin formiilasyondaki etkin
maddelerin ve diger maddelerin ( HPLC ve/veya UV-Vis spektrofotometre ile analizinde

girisim degerlendirilmesi yapilmstir.

2.2.5. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinin Hazirlanmasi

Soxhlet ekstraksiyon yontemiyle etanollii H.perforatum ekstreleri hazirlanmigtir.
Alkollii ekstre hazirlig1 igin Iyi Tarim Uygulamalarma uygun sartlarda yetistirilen ve hasat
sonrast Iyi Tarim Uriin Sertifikasina sahip bitkiler temin edilmistir. Bitki, Dog. Dr. Sinem
ASLAN ERDEM (Farmakognozi Departmani, Eczacilik Fakiiltesi, Ankara Universitesi,
Tiirkiye) tarafindan dogrulanmistir. Bir kupon &rnegi Dog. Dr. Giilderen YILMAZ tarafindan
hazirlanmis (Kupon No. 30944) ve Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Herbaryumu’nda
saklanmustir (Cizelge 2.2.).

61



Cizelge 2.2. Bitki Kiinyesi

Bitki Ad1 : Hypericum perforatum L.

Yetistirildigi /Toplandig il ve Ilge . Samsun [li Tekkekdy Ilgesi Baskdy Mahallesi
Toplandig1 Yerin Yiiksekligi /Rakim 500 Rakim

Toplandigt Tarih : 04 Temmuz 2022

Toplayan Kisi Ad1 Soyadi :  Okan Kaya (Botafarma Caligani)

Cigekli st kisimlarindan hasat edilmis olan H.perforatum bitki ornekleri oda
sicakliginda 15 giin boyunca kurutulmustur. Uygun sekilde paketlenerek, oda sicakliginda 1s1k

almayan ortamda saklanmistir. Kurutulan érnekler, kaba toz halinde 6giitiilmiistiir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1. Hypericum perforatum bitkisinin kurutma ve 6giitme agsamalar1

Ekstraksiyon soxhlet yontemiyle yapilmistir. Bunun i¢in 20 g 6giitiilmiis bitki tozu,
filtre kagidina sarilarak soxhlet aparatina yerlestirilmistir. 200 ml 96°’lik etanol ile bir kez
sifon yaptirildiktan sonra 6 saat ekstraksiyona birakilmistir (Avato ve Guglielmi, 2008;
Cossuta vd., 2012). Ekstraksiyon isleminin ardindan rotary evaporatdrde (Buchi RII, Isvicre)
tiim etanol uzaklastirilmigtir. Kalan solvani da uzaklagtirmak i¢in ~24 sa 35°C sicaklikta
vakumlu etiivde kurutulmustur. Balon dibindeki kuru ekstre saf su ile disperse edilmis ve
liyofilizasyon islemi 6ncesi -70°C’de donmaya birakilmistir (Scancool, Almanya). Bu islem
16 kez tekrarlanmistir. -85°C’de liyofilizatérde (Teknosem TOROS TRST 4/4 DS, Tiirkiye)
liyofilize edilen kuru bitki ekstreleri, kullanima kadar buzdolabinda agzi kapali ve 1s1k
almayan kaplarda saklanmistir (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Alkollii bitki ekstresinin hazirlama asamalari

2.2.6. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinin Farmakope Standartlarina

Uygunlugunun Degerlendirilmesi

2.2.6.1. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinden UV-Vis Spektrofotometre ile
Total Hiperisin Tayini

Soxhlet ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan kuru ekstrelerdeki total hiperisin tayini
spektrofotometrik yontem ile belirlenmistir. Bunun igin once kuru ekstrelerin metanol
icerisinde belirli konsantrasyonlarda c¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha 6nce kalibrasyonu
olusturulan yontem ile (Bkz Boliim 2.2.2.1) 588 nm’de metanol kor ¢ozeltisine karsi 3’er kez
absorbanslar1 dlgiilmiis ve kalibrasyon denklemi kullanilarak absorbanslara karsilik gelen

konsantrasyonlar belirlenerek kuru ekstredeki % hiperisin miktar1 bulunmustur.

2.2.6.2. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinden HPLC Yontemi ile Hiperisin
Tayini

Soxhlet ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan kuru ekstrelerdeki hiperisin tayini HPLC
yontemi ile belirlenmistir (Bkz Bo6liim 2.2.2.3.). Bunun i¢in 6nce kuru ekstrenin metanol
igerisinde belirli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmistir. 590 nm’de analiz edilmistir.
Elde edilen kromatogramda hiperisin ve psddohiperisin piklerinin yerini tam olarak tespit
edebilmek i¢in, hazirlanan bu metanollii ekstre ¢ozeltisine sirasiyla hiperisin ve psodohiperisin
standartlarinin bilinen miktarlar1 da eklenerek, ekstre kromatograminda goriilen piklerin
durumlari incelenmistir. Ardindan kalibrasyonu olusturulan yontem ile 590 nm’de 3’er kez

alanlart Ol¢lilmiis ve kalibrasyon denklemi kullanilarak alanlara karsilik gelen
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konsantrasyonlar belirlenmis, 16 ekstrenin karigimi ile elde edilen kuru ekstredeki % hiperisin

miktar1 bulunmustur.

2.2.7. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinin Farkh Coziinme Ortamlarinda

Coziiniirliik Calismasi

H.perforatum’un ana bilesenlerinden olan hiperisinin sulu ortam ¢oztiniirliigi diisiik
oldugu igin siirfaktan ve kosolvent kullaniminin hiperisinin ¢6ziiniirliigiine etkisini gérmek ve
in vitro salim ¢aligsmalarinda sink kosulu saglayabilecek ¢6ziinme hacminin belirlenmesi i¢in
liyofilize bitki ekstresi kullanilarak 4 farkli ortamda ¢oziiniirliikk ¢alismasit yapilmistir. Bunun
icin PBS (pH 7,4) ortami, %0,2 h/h Tween 80 iceren PBS ortami, %25 h/h metanol ve %25
h/h etanol iceren PBS ortami kullanilmsgtir. 25 pg ve 50 pg hiperisine esdeger bitki ekstresi 5
ml ortamda 37°C’de 100 rpm hizda inkiibatorlii ¢alkalayicida karigmaya birakilmstir. 6, 12,
24, 48, 72 ve 96. saatlerde 1’er ml numune filtre ile gekilerek alinmis, ortamdaki ¢6ziinmeden
kalan ekstre miktarindan kayip olmamasi i¢in alinan numune miktar1 kadar ayni sicakliktaki
taze ¢Ozlinme ortamu filtreden geri yikama ile ortama ilave edilmistir. Analizden 6nce
numuneler 0,45 pm por ¢apli filtreden siiziilerek 1,5 mI’lik viallere alinmis ve in vitro ¢oziinme
ortaminda miktar tayini i¢in gelistirilen HPLC yontemi (Bkz Bolim 2.2.2.3) ile analiz

edilmistir.

2.2.8. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Bu ¢alismada, en uygun nanopartikiil formiilasyonunun gelistirilebilmesi igin literatiir
taramasi yapilarak, secilen etkin madde ile polimerlerin 6zellikleri g6z dniinde bulundurularak
gesitli on formiilasyon denemeleri gergeklestirilmistir. Bu siiregte, oncelikle farkl
konsantrasyonlarda PCL ile birlikte siirfaktan olarak segilen PVA kullanilmig ve farkli
formiilasyon teknikleriyle (karistirict tiirti, karistirma hizi vb.) dahil edilmistir. Elde edilen bu
on formiilasyonlar degerlendirilmis ve karakterizasyon ¢alismalari sonucunda farmakope
monografina  uygunlugu tespit edilen H.perforatum ekstresi igeren nanopartikiil

formiilasyonlar1 hazirlanmigtir.
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2.2.8.1. Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Nanopartikiil iiretimi i¢cin modifiye nanog¢oktiirme yontemi kullanilmistir. Polimer
olarak PCL ve organik coziicii olarak aseton ve/veya diklorometan (DCM) kullanilmustir.
Yiizey aktif madde olarak PVA’nin farkli oranlarda sulu ¢ozeltileri hazirlanarak kullanilmistir.
Isiktan bozunma ihtimaline karg1 H.perforatum ekstresi i¢eren tiim agsamalarda ¢aligilan cam

kaplar aliiminyum folyo ile kapatilarak 1s1ksiz ortamda ¢alisilmistir.

Formiiller hazirlanirken, su fazi bilesenleri oda sicakliginda homojen hale gelinceye dek
karistirilmistir. Oncelikle tartilan PCL’nin kapakli bir kap icerisinde 60°C’de aseton ve/veya
DCM igerisinde karigtirilarak ¢oziinmesi beklenmistir. Oda sicakligina sogumasi beklendikten
sonra etanolde ¢oziinmis liyofilize H.perforatum ekstresi ilave edilmis ve homojen oluncaya
dek Kkarigtirilarak organik faz hazirlanmustir. H.perforatum’un organik faz igerisinde
¢okmemesi i¢in ortama etanol de eklenmistir. Bir beher igerisine koyulmus su fazi oda
sicakliginda manyetik karistirici, homojenizator ve/veya prob sonikator ile karistirtlirken, bu
sulu faza organik faz ilave edilmistir. Homojen sekilde emiilsiyon olusumu gergeklesen
formiillerde nanopartikiil {iretim asamasina evaporasyon ile devam edilmistir. Rotavaporda
organik solvan uzaklastirilmis, ardindan esit hacimde boliinerek santrifiij tiiplerine aktarilmis
ve agirlikga birbirine yakin olanlar eslestirilerek 26.000 rpm’de 60 dk ultrasantrifiij (Sigma 3-
30 KS, Almanya) islemi uygulanmistir. Stipernatant ayrildiktan sonra saf su ile siispande
edilen partikiiller -40°C’de dondurulmus ve -85°C’de liyofilizatorde liyofilize edildikten sonra
buz dolabinda saklanmistir. Ayrica, santrifiij ile elde edilen sitipernatan kismi1 HPLC
analizlerine tabi tutulmus ve islem etkinligi (%EE) analizi ger¢eklestirilmistir (Nafee vd.,
2013).

Cesitli alkollii bitki ekstresi yiikli nanopartikiil formiilasyonlarina dair literatiir
taramalar1 yapilmis ve daha 6nceki deneyimlerimizden (Geggel, 2018; Karatas vd., 2009,
2010) hareketle yiizey aktif madde olarak PVA ve organik faz olarak DCM’nin kullanildigi
formiilasyon denemeleri yapilmistir (Byun vd., 2011; Javaid vd., 2021; Ribeiro vd., 2013).
Formiilasyonlarda PVA konsantrasyonu sabit tutulurken karistirma hizi (10000 rpm’den
20000 rpm’e) degistirilerek ve orta karistirma hizinda siirfaktan (PVA) konsantrasyonunda
(%0,3’ten  %0,9 a/h’e) degisiklik yapilarak formiiller hazirlanmis (Cizelge 2.3.) ve

karakterizasyon ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
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Cizelge 2.3. Farkli karistirma hizi (ON1-ONS5) ve farkli PVA konsantrasyonu (ON3, ON6-7) ile
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari

Fazlar Formiilasyon icerigi ON1 ON2 ON3 ON4 ON5 ON6e ON7
PCL (mg) 100 100 100 100 100 100 100
Yag  Ekstre (mg) 100 100 100 100 100 100 100
DCM:Etanol (1:1) (ml) 5 5 5 5 5 5 5
sy PVA (mg) 75 75 75 75 75 150 225
Su (ml) 25 25 25 25 25 25 25
Yag fazi:su fazi1 (h/h) 1:5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
Polimer:ekstre (a/a) 1:1 1:1 1.1 1:1 1:1 1:1 1:1
Karigtirma hizi (rpm)* 10000 12500 15000 17500 20000 15000 15000
PVA konsantrasyonu (% a/h) 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,6 0,9

*Karistirma iglemi yiiksek hizli homogenizatér kullanilarak yapilmustir.

Formiilasyonlarda orta ve yiiksek karistirma hizi sabit tutularak ek karistirma olarak
prob sonikasyon (SonoPuls HD 2070, Bandelin, Almanya) (%38 giig, 9 cycles) uygulamast ile

formiiller hazirlanmis ve karakterizasyon ¢aligsmalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 2.4.).

Cizelge 2.4. Ek karigtirma olarak prob sonikasyon uygulamasi ile hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlari

Fazlar Formiilasyon igerigi ONS ON9
PCL (mg) 100 100
Yag Ekstre (mg) 100 100
DCM:Etanol (1:1) (ml) 5 5
sy PVA (mg) 225 225
Su (ml) 25 25
Yag fazi:su fazi (h/h) 1:5 1:5
Polimer:ekstre (a/a) 1:1 1:1
15000 rpm 20000 rpm
Karistirma hizi (rpm) + Prob sonikasyon + Prob sonikasyon
PVA konsantrasyonu (% a/h) 0,9 0,9

Partikiil boyutunu kiigiiltebilmek i¢in su faz1 hacminde degisiklik yapilarak calismalara
devam edilmistir. ON8-9°da etkin bir farklilik tespit edilemeyerek, karistiric degistirilmis ve
homojenizator (Ultra Turrax T25, IKA, Almanya) kullanimmna devam edilmistir.
Formiilasyonlarda organik faz hacmi sabit tutulurken su faz1 hacmi azaltilarak (organik faz/ su
faz1 (h/h) 1:5’ten 1:2’ye) formiiller hazirlanmig ve karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir
(Cizelge 2.5.).
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Cizelge 2.5. Su faz1 hacmi degistirilerek hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlari

Fazlar Formiilasyon icerigi ON10 ON11  ONI12
PCL (mg) 100 100 100
Yag Ekstre (mg) 100 100 100
DCM:Etanol (1:1) (ml) 5 5 5
Su PVA (mg) 180 135 90
Su (ml) 20 15 10
Yag fazi:su fazi1 (h/h) 1:4 1:3 1:2
Polimer:ekstre (a/a) 1:1 1:1 1:1
Karistirma hizi (rpm) 20000 20000 20000
PVA konsantrasyonu (% a/h) 0,9 0,9 0,9

Formiilasyonlarda uygun PDI (polidispersite indeksi) araligina ulagmak i¢in organik faz
bilesenleri olan DCM:Etanol oram1 ve kriyoprotektan konsantrasyonu (mannitol)

parametrelerinde degisiklikler yapilarak formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge 2.6.).

Cizelge 2.6. Farkli DCM:Etanol oran1 (ON13-15) ve kriyoprotektan konsantrasyonu (ON13, ON16-17)
degisimi ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlar

Fazlar Formiilasyon icerigi ON13 ON14 ON15 ON16 ON17
PCL (mg) 100 100 100 100 100
Yag Ekstre (mg) 100 100 100 100 100
DCM:Etanol 1:1 4:1 1:4 11 11
sy PVA (mg) 225 225 225 225 225
Su (ml) 25 25 25 25 25
Yag fazi:su fazi (h/h) 15 15 15 15 15
Polimer:ekstre (a/a) 11 11 11 1:1 1:1
PVA (% a/h) 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
Kriyoprotektan (%a/h) - - - 2,5 5

Cizelge 2.6.’da yer alan formiilasyonlardan kriyoprotektansiz olanlara (ON14 ve ON15)
formiilasyonlarina kriyoprotektan ilave edilip ON18 ve ON19 formiilasyonlar1 hazirlanmustir.
Ayrica organik faz hacmi 5 ml’den 10 ve 15 ml’ye ¢ikartilarak (Yag fazi: su fazi hacmi
degisimi 2:5 ve 3:5) ON20-21 formiilasyonlar1, polimer:ekstre oran1 degisimi ile ON22-23

formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 2.7.).
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Cizelge 2.7. Kriyoprotektan varliginda farkli DCM:Etanol oran1 (ON17-19), yag fazi: su fazi hacmi
(ON17, 20-21) ve polimer:ekstre oram1 (ON17,22-23) kullanilarak hazirlanan nanopartikiil

formiilasyonlar1

Fazlar Formiilasyon icerigi ON17 ON18 ON19 ON20 ON21 ON22 ON23
PCL (mg) 100 100 100 100 100 50 200
Yag  Ekstre (mg) 100 100 100 100 100 100 100
DCM:Etanol 1:1 4:1 1:4 1:1 1:1 1:1 1:1
sy PVA (mg) 225 225 225 225 225 225 225
Su (ml) 25 25 25 25 25 25 25
Yag fazi:su fazi1 (h/h) 1:5 1:5 1:5 2:5 355 1:5 1:5
Polimer:ekstre (a/a) 1:1 1:1 1:1 1:1 11 1:2 2:1
PVA (% a/h) 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9 0,9
Kriyoprotektan (%a/h) 5 5 5 5 5 5 5

Formiilasyonlardan sadece ON19 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii ve partikiil

biiylikliigli dagiliminda iyilesme elde edilebildigi igin organik faz bileseni DCM yerine aseton

kullanilarak farkl1 polimer:ekstre oran1 (ON24-25, 27) ve yag fazi:su faz1 hacmi oran1 (ON25-

26) kullanilarak 6n denemelere devam edilmistir (Cizelge 2.8.)(Coco vd., 2023).

Cizelge 2.8. Organik faz bileseni DCM yerine aseton kullanilarak farkli polimer:ekstre oran1 (ON24-

25, 27) ve yag fazi:su faz1 hacmi oram (ON25-26) kullanilarak nanopartikiil formiilasyonlar

Fazlar  Formiilasyon icerigi ON24 ON25 ON26 ON27
PCL (mg) 62,5 125 125 1875
Yag Ekstre (mg) 125 125 125 125
Aseton:Etanol 2:1 2:1 2:1 2:1
S PVA (mg) 450 450 225 450
Su (ml) 50 50 25 50
Yag fazi:su fazi (h/h) 14 1:4 1:2 1:4
Polimer:ekstre (a/a) 1:2 1:1 11 3:2
PVA (% a/h) 0,9 0,9 0,9 0,9
Kriyoprotektan (%a/h) 5 5 5 5

2.2.8.2. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyonu

2.2.8.2.1. Ortalama Nanopartikiil Biiyiikliigii, Partikiil Bityiikliigii Dagilimlar

ve Zeta Potansiyellerinin incelenmesi

Dinamik 151k sag¢ilimi prensibi ile dlglim yapan Zetasizer cihazi (Zetasizer Nano ZS

Malvern Instruments, Ingiltere) ile partikiillerin ¢6ziinmedigi ve sismedigi sulu dispersiyon
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ortaminda, siispande haldeki nanopartikiillerin ortalama partikiil biytkligi (PB) ve
polidispersite indeksi (PDI) tayin edilmistir (n=3). Nanopartikiil formiilasyonlarinin yiizey
yiiklerini tayin etmek amaci ile yine ayni cihazdan yararlanilmistir (1lhan vd., 2022; Oliveira
vd., 2018). Hazirlanan nanopartikiiller, ultra saf su i¢inde seyreltilmis ve dlgtimler, 25°C'de ii¢

tekrar halinde yapilmistir (n=3).

2.2.8.2.2. Nanopartikiillerde Etkin Madde Yiikleme Etkinligi ve Yiikleme

Kapasitesi

Nanopartikiil hazirlanmas1 asamasinda ultrasantrifiij sonrasi ayrilan siipernatantin
HPLC analiziyle etkin madde yiikleme etkinligi (%EE) ve yiikleme kapasitesi (%LC) tayini
yapilmistir (Blouza vd., 2006; Korzhikov vd., 2016; Nafee vd., 2013; Oliveira vd., 2018).
Stipernatanttaki etkin madde konsantrasyonu belirlendikten sonra Esitlik 2.3. ve 2.4.’te yerine

yazilarak %EE ve %LC hesaplanmistir.

Teorik etkin madde miktari-Siipernatantdaki etkin madde miktar:
Teorik etkin madde miktar1

%EE= x100 Esitlik 2.3.

Teorik etkin madde miktari-Siipernatantdaki etkin madde miktari

0 —
7LC Nanopartikiil agirligt

x100 Esitlik 2.4.

2.2.8.2.3. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde-Yardimc1 Madde

Etkilesiminin DSC ile Incelenmesi

Liyofilize H.perforatum ekstresi, PCL, ekstre ile polimerin fiziksel karigimi ve liyofilize
H.perforatum ekstresi yiiklii nanopartikiilin DSC analizi yapilmistir (Shimadzu (DSC 60),
Japonya). Numuneler, aliiminyum kaplarda dogru bir gekilde tartilmis ve kapatilmistir. Tim
numuneler azot gazi altinda 5°C/dk hizla 300°C'ye kadar 1sitilmis ve termogramlar

kaydedilmistir (Pourhojat vd., 2016).

2.2.8.2.4. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Etkin Madde-Yardimc1 Madde

Etkilesiminin FTIR ile Incelenmesi

Liyofilize H.perforatum yiiklii nanopartikiil, bos PCL nanopartikiil ve liyofilize
H.perforatum ekstresi orneklerinin Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)
spektrumlari, FTIR spektrofotometresi (Shimadzu FTIR-8040, Japonya) ile KBr disk yontemi
kullanilarak oda sicakliginda tespit edilmistir. Spektrumlar 400-4000 cm™ araliginda, 4 cm™
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¢oziiniirliikte ve 32 taramayla kaydedilmistir (Fraj vd., 2019; Mouro vd., 2021; Mutlu vd.,
2022).

2.2.8.2.5. Nanopartikiillerde Isik Stabilitesinin Tayini

Bilinen miktarda H.perforatum ekstresi ile bu ekstreye esdeger miktarda ekstre i¢eren
nanopartikiil formiilasyonu, 1s18a karsi stabilite degerlendirmesi amaciyla bir hafta siireyle
dogrudan giines 1s181ina maruz birakilmistir. Numuneler, 151k gegiren ancak hava gegirmez
ozellikteki kapali cam kaplar icerisinde tutulmus ve bu siire boyunca ortam sicakligi kontrollii
olarak izlenmistir. Siire sonunda hem serbest ekstre hem de nanopartikiil formiilasyonu
orneklerinden alinan analiz numuneleri, HPLC yo6ntemiyle (bkz. Bolim 2.2.2.3.) analiz
edilmistir. Analizler kapsaminda hiperisin ve psddohiperisin pikleri kromatografik olarak
belirlenmis ve her iki formiilasyonda meydana gelen olasi bozunma ya da stabilite farklar

karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir (Youssef vd., 2012).

2.2.8.2.6. Etkin Maddenin Nanopartikiillerden In vitro Salim

In vitro etkin madde salim tayinleri, statik yontemle gergeklestirilmistir (Ilhan vd.,
2022). 4,80 ug hiperisine esdeger H.perforatum ekstresi igerecek miktarda liyofilize edilmis
nanopartikiil tartilarak bir vial i¢ine yerlestirilmis ve lizerine 1 ml PBS eklenmistir. Vialler,
37°C sicaklikta ve 75 rpm'de yatay ¢alkalayictya (MaxQ Mini 4450 Thermo Scientific, ABD)
yerlestirilmistir. Belirli zaman araliklarinda, vialler 5000 rpm'de 10 dakika siireyle santrifiij
edilmis ve ardindan siipernatant ¢ekilerek 0,22 pm membran filtreler kullanilarak
filtrelenmistir. Cekilen siipernatant yerine esit hacimde ve sicaklikta taze ortam ¢ozeltisi
eklenmistir. Orneklerin analizleri, standart kalibrasyon egrisi kullamlarak 590 nm dalga
boyunda HPLC yontemiyle (bkz. Boliim 2.2.2.3.) gerceklestirilmis ve zamana kars1 kiimiilatif
agiga ¢ikan etkin madde miktar1 (Y% ACEM) agisindan degerlendirilmistir.

2.2.8.3. Optimum Nanopartikiil Formiilasyonunun DoE ile Belirlenmesi
H.perforatum yiiklii nanopartikiillerin hazirlanmasinda yer alan proses degiskenlerinin
%EE, PB, PDI, ZP (zeta potansiyeli), %LC ve % lizerindeki etkileri Design-Expert® yazilimi

(Siirim  13.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, ABD) kullanilarak analiz edilmistir, elde

edilen tasarim yanitlarim optimize etmek i¢in CCD kullanilmustir.
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ON24-27 nanopartikiil verilerinden hareketle PCL miktar1 (X1) (62,5 mg, 187,5 mg ve
312,5 mg) ve PVA konsantrasyonu (Xz) (%0,6, %0,9 ve %1,2 agirlik/hacim) bagimsiz
degiskenleri (faktorler) olarak segilirken; %EE (Y1), PB (Y2), PDI (Y3), ZP (Y1), %LC (Y5s)
ve %ACEM (Ye) bagiml degiskenleri (yanitlar) olarak belirlenmistir. Her faktdriin en yiiksek

ve en diislik seviyeleri, 6n deneysel calismalar temel alinarak belirlenmistir (Cizelge 2.9.).

Cizelge 2.9. Nanopartikill optimizasyonu i¢in faktorler (bagimsiz degiskenler) ve yanitlar (bagiml
degiskenler)

FAKTORLER SEVIYELER
-1 0 1
X1 PCL Miktari (mg) 62,5 187,5 312,5
X2 PVA Konsantrasyonu (% a/h) 0,6 0,9 1,2
YANITLAR OPTIMUM HEDEF

Y1 %EE %80 ve lizeri
Y2 PB Min 200 nm; max 1000 nm
Y3 PDI 0,4’un altinda
Ya ZP Min -10 mV
Ys %LC Maksimum
Ys %ACEM Maksimum

Design-Expert yazilimi kullanilarak 3 seviye 3 tekrar olmak iizere toplam yirmi yedi
calisma tasarlanmistir. Partikiiller, sistemi en yiiksek genel istenirlik degerine sahip hale
getirmek i¢in Y1-Y' yanitlari i¢in optimize edilmistir. Tiim yanitlar eszamanli olarak dogrusal,
iki faktorlii etkilesime (2FI; two-factor interaction) ve ikinci dereceden yanit yiizeyi
modellerine uyarlanmig ve elde edilen polinom denklemleri, varyans analizi (ANOVA) ile
istatistiksel olarak dogrulanmistir. Modelin anlamliligini saglamak igin p degeri, diizeltilmis
coklu korelasyon katsayisi (Adjusted-R?), tahmin edilen ¢oklu korelasyon katsayisi
(Predicted-R?) ve ¢oklu korelasyon katsayis1 (R?) gibi istatistiksel parametreler belirlenmis,
sonugclari grafiksel olarak analiz etmek ve her yanit i¢in farkli faktdrler arasindaki etkilesimin
derecesini belirlemek i¢in Design-Expert® yazilimi tarafindan 3B RSM grafikleri
olusturulmusgtur. Sayisal ve grafiksel analiz kullanilarak formiilasyonu optimize etmek i¢in
istenirlik fonksiyonu teknigi kullanilmugtir. Istenirlik degeri 0 oldugunda kabul edilemez
olarak kabul edilirken, 1'e yakin bir deger istenen cevaba karsilik gelir. CCD yoOntemiyle

olusturulan ikinci dereceden polinom denklemi asagida sunulmustur:

Y = Bo + BuXy + BaXo + Pr2XiXo + PraXa? + BaoX2? Esitlik 2.5.
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burada Y yanit1 temsil eder, X1 ve X, bagimsiz faktorlerdir ve Po-P22 katsayilardir. Bu
denklem, her faktoriin calisilan diizeylerine yonelik tepkiyi tahmin etmek ve regresyon
katsayilarini karsilastirarak her faktoriin ¢alisilan diger faktorlere gore etkisini belirlemek icin
kullanilir. Yapilan tasarim sonucunda optimal oldugu belirlenen bagimsiz degiskenler

kullanilarak optimal olacag diisiiniilen partikiil hazirlanmistir (Cizelge 2.10.).

Cizelge 2.10. CCD tasarima gore optimum nanopartikiil formiilasyonu

Fazlar  Formiilasyon icerigi nacl)l?)gzrﬂ}tjinl:iil
PCL (mg) 62,5
Yag Ekstre (mg) 125
Aseton:Etanol 2:1
sy PVA (mg) 500
Su (ml) 50
Yag fazi:su fazi (h/h) 14
Polimer:ekstre (a/a) 1:2
PVA (% a/h)
Kriyoprotektan (%a/h) 5

2.2.9. Film Formiilasyonlarimin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Calisma siirecinde incelenen literatiirler verilerinden yararlanilarak, en uygun film
formiilasyonunun 3B baski ile gelistirilmesi i¢in kullanilacak etkin madde ve polimerlerin
ozellikleri incelenmis, klasik ¢oziicii dokme yontemiyle, tamamiyla bir 6n hazirlik olarak
cesitli on formiilasyon g¢aligsmalar1 yapilmistir. Boylece 3B baski ¢aligmalarina baglamadan
once klasik ¢oziicli dokme yontemiyle kitozan filmler hazirlanarak, hem borik asit ve plastizer
ilavesinin film olusumuna etkisi incelenmis hem de filmlerde yapilacak karakterizasyon

analizleri i¢in yontemlerin belirlenmesine galigilmustir.

2.2.9.1. Coziicii Dokme Yontemiyle Hazirlanan Borik Asit Yiiklii Film

Formiilasyonlar

Diisiik molekiil agirlikli (LC) ve orta molekiil agirlikli (MC) kitozan kullanilarak, %1
oraninda (a/h) kitozan igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir (Gunes ve Tihminlioglu, 2017). Bu
cozeltiler, borik asit iceren ya da igermeyen, %1,5 (h/h) asetik asit igeren sulu ¢ozeltiler
kullanilarak elde edilmistir. Hazirlanan karisimlar, oda sicakliginda, kapali kaplar igerisinde,
12 saat boyunca manyetik karistirici ile siirekli karistirilmistir. Homojen hale gelen ¢ozeltiler,

enjektor filtresi yardimiyla filtre kagidindan gegirilerek siiziilmiis ve ardindan 15 dakika
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stireyle ultrasonik banyoda bekletilerek hava kabarciklarindan arindirilmistir. Elde edilen jel
formundaki karisim, 5 cm ¢apindaki cam petri kaplarina dokiilerek yiizey diizliigii saglanmis
zeminlerde, oda sicakliginda ¢6ziiciiniin buharlagsmasi i¢in beklemeye birakilmistir. Kurumus

filmler kullanima kadar uygun sartlarda, nem ¢cekmeyecek sekilde saklanmustir.

Oncelikle farkli molekiil agirlikli kitozanlarin borik asitle birlikte hazirlanmasinda borik
asidin etkisini tespit etmek amaciyla formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge 2.11.). Ilk
asamada sadece LC ve MC ile deneme yapilmis ve plastizer olarak hem plastizer ve hem de
borik asit ¢oziiclisii olan gliserol ilavesi ile denemelere baglanmigtir (Hafezi vd., 2019; Hurler

vd., 2012). Jeller agirlikga %3 a/h borik asit igerecek sekilde hazirlanmstir.

Cizelge 2.11. Farkli molekiil agirlikli polimer, plastizer ve borik asit ile ¢dziicii dokme yontemiyle ile
hazirlanan 6nformiilasyonlar

f;‘;;‘g‘?lasy"“ OFfT OF2 OF3 OF4 OF5 OF6 OF7 OF8
LC (q) 020 020 020 0,20 - - - -

MC (g) - - - - 020 020 020 0,20
Borik asit (g) - 0,60 - 0,60 s 0,60 - 0,60
Gliserol (g) y - 024 0,24 s - 024 0,24
Asetik asit (ml) 20 20 20 20 20 20 20 20

Kuruma sonrasi borik asit iceren filmlerde kristallenme goézlendigi i¢in, birim ylizey
alan (1 cm x 1 cm) olan kuru filmin agirligina gére %3 a/a borik asit igerecek sekilde
hesaplanarak film igerisine yiiklenmis ve denemelere devam edilmistir. Kuruma siiresini

kisaltmak igin plastizer oran1 da diigtiriilmiistiir (Cizelge 2.12.).

Cizelge 2.12. Borik asit orani degisen film formiilasyonlari

Formiilasyon igerigi OF9 OF10
LC (9) 0,20 -
MC (g) - 0,20
Borik asit (g) 0,01 0,01
Gliserol (g) 0,10 0,10
Asetik asit (ml) 20 20
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Degisen polimer oraninin ¢dzelti viskozitesine etkisini gozlemlemek icin sabit borik asit
ve plastizer oranma karsilik, %1 a/h kitozan igeren formiillerin yani sira, %3 ve %5 a/h

oranlarinda kitozan igeren film formiilasyonlar1 da hazirlanmistir (Cizelge 2.13.).

Cizelge 2.13. Degisen kitozan oranlarinda hazirlanan film formiilasyonlari

Formiilasyon igerigi OF9 OF11  OF12 OF10 OF13 OF14
LC (g) 0,20 0,60 1,00 - - -
MC (g) - - - 0,20 0,60 1,00
Borik asit (g) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Gliserol (g) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10
Asetik asit (ml) 20 20 20 20 20 20
Kitozan konsantrasyonu (%) 1 3 5 1 3 5

3B baski sirasinda olduk¢a viskoz olabilecek bu filmlerin hacimce dokiimii ve
dolayisiyla %EE hesab1 yapabilmede karsilasilabilecek zorluk sebebiyle filmlerin tiim igerigi
agirlikca hazirlanmig ve agirlikca dokiimii saglanarak degerlendirilmistir. Bunun i¢in borik
asit igeren (OF15), icermeyen (OF16), kitozan igerisine ¢ozelti halinde borik asit ilave edilen
(OF17) ve borik asit konsantrasyonu iki katina ¢gikartilarak (OF 18) %2 a/a oraninda MC igeren

film formiilasyonlart hazirlanmistir (Cizelge 2.14.).

Cizelge 2.14. Borik asidin formiilasyona ilave sekli farkli olan film formiilasyonlar

Formiilasyon icerigi OF15 OF16 OF17* OF18*
MC (9) 0,4 0,4 0,4 0,4
Borik asit (g) 0,01 - 0,01 0,02
Gliserol (9) 0,1 0,1 0,1 0,1
Asetik asit (g) 20 20 20 20
Kitozan konsantrasyonu (%) 2 2 2 2

* Borik asit formiilasyona ¢6zelti halinde ilave edilmistir.

2.2.9.2. 3B Baski ile Borik Asit Yiiklii Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasi

Klasik ¢oziicii dokme yontemiyle yapilan film formiilasyonuna ait 6n formiilasyon
calismalariyla 3B baski ile calisilabilecek polimer viskozlugu, polimer konsantrasyonu,
polimer-etkin madde etkilesimi ve plastizer etkisi hakkinda 6nemli sonuglar elde edilmis ve

3B film ¢alismalarina bu verilerden yola ¢ikilarak baslanmaistir.
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Film formiilasyonlarinin hazirlanmasi icin SSE 3B baski yontemi kullanilmistir.
Kitozan jeller, borik asit igeren ve icermeyen MC c¢ozeltileri %1,5 (h/h) asetik asit igerisinde
hazirlanmistir  (Gunes ve Tihminlioglu, 2017). Cozeltiler, gece boyunca karigmaya
birakilmistir. Hazirlanan jeller 3B baski cihazi kartuslarina doldurulmus ve baski oncesi
santrifiijlenerek (Sigma 3-30 KS, Almanya) (3000 rpm, 5 dk) hava kabarciklarinin
uzaklastirilmasi saglanmistir. Ardindan 3B SSE baski cihazi (Axolotl, Axo Al, Tiirkiye)
kartusuna doldurulan jelden filamentin baski hiz1 ile filament genisligi, degisen baski basinci,
nozill hizi, baski mesafesi ayarlamalar1 yapilmistir. Bu parametreler filament fiizyon ve
collapse testleri ile gorsel olarak kontrol edilmis ve ¢esitli baski denemeleri yapilmigtir. Baski
icin biyoprinting baslig1 kullanilmistir. Istenen sekil ve boyutta tasarlanan formata uygun
sekilde .stl dosyalar1 olusturulmus ve farkli dolgu desenleri (bal petegi, 1zgara, liggen vb.) ve
farkli desen yogunluklarina gore bu sekiller dilimlenerek Geode dosyalart olusturulmustur.
Optimize edilen baski basinct ve baski hizinda 3B kitozan film baskilar1 alinmigtir. Tiim
baskilar oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Baski alinan filmler oda sicakliginda kurumaya

birakilmistir.

Degisen polimer oraninin basilabilirlige etkisini gdzlemlemek i¢in sabit borik asit ve
plastizer oranina karsilik, %3, %4 ve %5 a/a oranlarinda MC igeren jel formiilasyonlart

hazirlanmigtir (Cizelge 2.15.).

Cizelge 2.15. Sabit borik asit ve plastizer varliginda degisen oranlarinda MC ile hazirlanan jel
formiilasyonlari

Formiilasyon icerigi OF19 OF20 OF21
MC (9) 0,6 0,8 1,0
Borik asit (g) 0,01 0,01 0,01
Gliserol (g) 0,1 0,1 0,1
Asetik asit (g) 20 20 20
Kitozan konsantrasyonu (%) 3 4 5

Yukarida verilen 6n denemelerden sonra cihazda bulunan dolgu desenleri incelenmis,
desen doluluk oranlarindaki degisikliklerle baskisi alinacak olan filmin istenen porozitede
hazirlanip hazirlanamamasina etkisi degerlendirilmistir. Cihaz yaziliminda (AxoSuite,
Tiirkiye) yer alan 13 dolgu deseninden ortagonal ve/veya diagonal forma yakin Cizelge
2.16.’da verilen dogrusal (rectilinear), hizalanmis dogrusal (aligned rectilinear) ve izgara
(grid) ad1 verilen dolgu desenleri se¢ilmistir. Ardindan cihaz kartusuna doldurulan jelin baski

hiz1 ile basilan miirekkebin genisligi, degisen baski basinci, noziil hizi, baski mesafesi
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ayarlamalart yapilmistir. Bu parametreler miirekkep flizyon ve collapse testleri ile gorsel
olarak kontrol edilmis ve cesitli baski denemeleri yapilmistir. Baski i¢in biyoprinting baglig1
kullanilmistir. Tiim baskilar konik tip baski ucu ile oda sicakliginda gerceklestirilmistir. %4
(OF20) ve %5 (OF21) a/a MC’li jeller ile desen doluluk orani (%infill density) ve katman
yiiksekligi (layer height) gibi cihazin yazilimina ait parametreler denenerek baski calismalari

yapilmustir.

Cizelge 2.16. Farkli oranda kitozan ile hazirlanan jellerin farkli cihaz parametreleri (%doluluk orani,
katman yiiksekligi, baski basinci) ile 6n baski ¢aligmalari.

Dolgu deseni % Katman 1;;):]?: Baski
(tekiatman)* Formiilasyon =~ KOD  Doluluk yiiksekligi bz basimnci
orani (mm) (Psi)
(mm/s)
R1 20 0,1 7 18
R2 30 0.1 7 18
R3 40 0.1 7 18
OF20 R4 30 0,15 7 1,8
RS 30 0,1 5 1,8
R6 30 0,15 9 18
R7 30 0,1 8 3
R8 30 0.1 7 10
R R9 30 0,1 9 10
R10 30 0,2 9 10
OF21 R11 30 0,15 9 10
R12 20 0,15 9 10
R13 40 0,15 9 10
R14 30 0,2 9 10
AR1 30 0,1 7 2,5
. AR2 30 0,15 7 2,5
OF20
AR3 70 0,1 8 18
AR AR4 80 0.1 8 18
G1 80 0,1 8 25
G2 70 0,1 8 25
- G3 60 0,15 8 2,0
OF20
G4 50 0,15 8 20
G5 40 0,15 8 2,0
G G6 40 0,15 8 3,0
. G7 40 0,15 9 96
OF21
G8 30 0,15 9 9,6

*R: Rectilinear; AR: Aligned Rectilinear; G:Grid
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Basilabilir jel formiilasyonlar1 belirlendikten sonra Onformiilasyon ¢aligmalari

tamamlanmustir.

%S5 a/a MC igeren formiillerde farkli plastizer kullanim1 (polietilen glikol (PEG 400),
gliserol ve propilen glikol (PG)), plastizer orani ve etkin madde miktar1 parametrelerinde
degisiklikler yapilarak (25 Gauge konik tip baski ucu, 9 mm/s baski hizi, rectilinear desen,
%40 infill density, 10-50 psi bask1 basinct) yeni formiilasyonlar hazirlanmig (F1-F10) (Cizelge
2.17.).

Cizelge 2.17. Farkli plastizer, plastizer oran1 ve borik asit miktar1 kullanilarak konik tip baski ucu ile
basilan film formiilasyonlar1

Formilasyon 0y g5 F3 R4 F5  F6 F7  F8 F9  FI10
icerigi

MC (% a/a) 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
PG (% a/a) 10 : - . ’ - . - - -
PEG (% a/a) - 10 y - - y - - - -
Gliserol (% a/a) - - 10 25 50 75 25 25 25 25

Borikasit(mg) 10 10 10 10 10 10 20 30 60 90
Asetik asit (g) 20 20 20 20 20 20 2 20 20 20

F4 formiilasyonundaki etkin madde oranlar1 ve baski ucu tipi degistirilerek (25 Gauge
blunt tip baski ucu) denemeler yapilmstir. Borik asit icermeyen (F11) ve 10 mg (F12), 30 mg
(F13) ve 60 mg borik asit (F14) igeren formiillerin hepsinde %25’er gliserol ve 20 g asetik asit
iceren filmler 9 mm/s baski hizi, %40 infill density, 10-50 psi bask1 basinci ile hazirlanmistir
(Cizelge 2.18.).

Cizelge 2.18. Borik asit oranlar1 degistirilerek 25 Gauge blunt tip baski ucu ile basilan film
formiilasyonlari

Formiilasyon icerigi F11 F12 F13 F14
MC (% a/a) 5 5 5 5
Gliserol (% a/a) 25 25 25 25
Borik asit (mg) - 10 30 60
Asetik asit () 20 20 20 20

Bu formiilasyon gruplarindan F12 formiilasyonunu olusturan jel kullanilarak Gcode
diizenlemesi ile katmanlar arasina bekleme siiresi ayarlanarak ek kurutma uygulanmis ve 10
kat (F15) ve 20 kat (F16) baski alinmistir (Cizelge 2.19.) (10 mg Borik asit, %5 kitozan, %25
gliserol, 9 mm/s baski hiz1, %40 infill density, 10-50 psi baski basinc1).
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Cizelge 2.19. Ek kurutma ve katman sayis1 degistirilerek hazirlanan film formiilasyonlari

Formiilasyon icerigi F12 F15 F16

MC (% a/a) 5 5 5
Gliserol (% a/a) 25 25 25

Borik asit (mg) 10 10 10
Asetik asit (g) 20 20 20
Katman sayist 10 10 20
Kurutma faktorii Kurutma olmadan Katmanlar arasi Katmanlar arasi

kurutma kurutma

%S5 a/a MC igeren formiillerde borik asit orant (%10 a/a) ve plastizer orani (Gliserol-
%25 a/a) sabit tutularak Axosuit yazilimina ait farkli desenler kullanilarak (25 Gauge blunt tip
baski ucu, 9 mm/s baski hizi, %40 infill density, 10-50 psi baski basinci) yeni formiilasyonlar
hazirlanmistir (F15-20) (Cizelge 2.20. ve Cizelge 2.21.).

Cizelge 2.20. Ayni igerikte farkli desenlerde 3B basilan film formiilasyonlari

F15 F17 F18 F19 F20
MC (% a/a) 5 5 5 5 5
Gliserol (% a/a) 25 25 25 25 25
Borik asit (mg) 10 10 10 10 10
Asetik asit () 20 20 20 20 20
Desen Rectilinear A"Q!“*d Triangles Grid Honeycomb
Rectilinear

Cizelge 2.21. 3B baski alinan desenler

Aligned

Rectilinear i
Rectilinear

Triangles Grid Honeycomb

P 'y S

// N Py L

2.2.9.3. 3B Basilmis Film Formiilasyonlarimin Karakterizasyonu
2.2.9.3.1. 3B Basilms Filmlerde Kalinlik ve Viskozite Tayini

Her bir filmin agirligi 6l¢iilmiis ve ardindan 3B filmlerin kalinligi, manuel bir
mikrometre (NSK, Japonya) kullanilarak belirlenmistir. Jeller viskozimetre ile viskozite

olgiimleri yapilmustir. Olgiimler T spindle-No:95 kullanilarak, 25 = 1 °C’de, 100 rpm dénii
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hizinda RVTDV-2 viskozimetre (Brookfield, Ingiltere) ile gerceklestirilmistir (n=3)
(Kilicarslan vd., 2018).

2.2.9.3.2. 3B Basilmis Filmlerde Etkin Madde Yiikleme Etkinligi

Filmler, %1,5'lik asetik asit i¢inde 5 ml hacminde ¢6ziilmiis ve numunelerdeki borik
asit miktarini belirlemek i¢in dogrulanmig UV spektrofotometrik yontem (bkz. Boliim 2.2.3.1)
kullanilarak analiz edilmistir (n=3) (Kilicarslan vd., 2018).

2.2.9.3.3. 3B Basilmus Filmlerde Adezif Ozelliklerinin incelenmesi

3B baski yontemiyle hazirlanan film formiilasyonlarinin adezyon testlerinde, texture
cihazi (TA-XT Plus, Stable Micro Systems, Birlesik Krallik) kullanilmigtir. Adezyon testi igin,
cihazin alt kisminda temas yiizeyi olarak %10 (a/h) miisin ¢ozeltisiyle 1slatilmus filtre kagidi
kullanilmistir. Filmler, ¢capt 12 mm olan silindirik bir probun (P/0,5R) alt kismina ¢ift tarafli
yapiskan bant kullanilarak tutturulmustur. Prob, film miisin kapl filtre kagidiyla temas edene
kadar indirilmistir. Adezyon testi; On test, test ve son test olmak iizere ii¢ asamada
gerceklestirilmis ve probun hizi 0,5 mm/s olarak ayarlanmaistir. Prob, iiriinle temas noktasindan
10 mm'lik maksimum bir mesafeye kadar ¢ekilmis ve film ile miisin yiizeyi arasindaki temas
stiresi 60 saniye olarak belirlenmistir. Filmin miisin yiizeyinden ayrilmasi i¢in gereken

kuvvet (F; N) maksimum kuvvet olarak belirlenmistir (n=3) (Kilicarslan vd., 2018).

2.2.9.3.4. 3B Basilmis Filmlerde Gerilme Direnci, Elastikiyet ve Young’s Modiil
Tayini

3B baski yontemiyle hazirlanan film formiilasyonlarinin mekanik 6zelliklerinde, texture
cihazi (TA-XT Plus, Stable Micro Systems, Birlesik Krallik) kullanilmistir. Filmlerin gerilme
direnci, elastikiyet ve young modiil degerlerini degerlendirmek igin, Texture Analyser
cihazinin klipsleri arasina film yerlestirilmistir (Aguirre vd., 2013). Baslangi¢ klips mesafesi
5 mm olarak ayarlanmis ve prob hizi 2 mm/s olarak belirlenmistir. Istenen degerler, yazilim
kullanilarak dogrudan (gerilim % uzama) egrilerinden hesaplanmistir. Young modiil ise egrinin

baslangigtaki dogrusal kisminin egimi olarak belirlenmistir (n=3).
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2.2.9.3.5. 3B Basilmis Filmlerde Sisme Derecelerinin Tayini

Hazirlanan film formiilasyonlarinin sisme ozelliklerinin incelenebilmesi icin film
ornekleri tartilmis ve daha sonra 37°C’lik ortam sicakliginda 6nceden 1sitilmig PBS igerisinde
bekletilmistir. % Sisme derecesi (Esitlik 2.6.) belirlenen dakikalarda (in vitro salim tayininde
numune alma siireleri ile es zamanli) PBS’ten c¢ikarilan filmlerin {izerindeki fazla su

uzaklastirildiktan sonra tartilmig (n=3) ve hesaplanmustir (Kilicarslan vd., 2018):

Filmin t zamanindaki agirligi-Filmin ilk agirlig: 1
Filmin ilk agirhigt X

% Sisme Derecesi= 00 Esitlik 2.6.

2.2.9.3.6. 3B Basilmis Filmlerin Taramah Elektron Mikroskobu ile Morfolojik

Incelemeleri

Taramali elektron mikroskobu kullanilarak segilen film formiilasyonlarinin yapisal
ozellikleri incelenmistir. Farkli formiilasyon parametreleri ile hazirlamanin filmlerin yapisal
ozellikleri, ornekler iletken altin ile kaplandiktan (Gatan, ABD) sonra mikroskop (Quanta
400F Field Emission, Thermo Fisher Scientific-FEI, Almanya) altinda incelenmistir
(Kilicarslan vd., 2018).

2.2.9.3.7. 3B Basilmis Filmlerin 3B Mikroyapisinin Gériintiilenmesi

Formiilasyonlarin mikro bilgisayarli tomografi (mikro-BT) ile 3B mikro yapis1 analiz
edilmistir (Kilicarslan vd., 2018). Bu amagla, film formiilasyonlarini taramak i¢in yiiksek
¢oOzintrlikli masatistii Mikro-BT (SkyScan 1275, Bruker, Belgika) sistemi kullanilmistir
(Tarama kosullari: 32 kVp, 120 mA, 0,5 mm Al/Cu filtre, 5,2, um piksel boyutu, 0,2 adimda
dondiirme). Halka artefaktlarini en aza indirmek igin, her taramadan 6nce dedektoriin hava
kalibrasyonu yapilmistir. Her numune 5 dakikalik bir entegrasyon siiresi iginde 360°
dondiiriilmiistiir. Ortalama tarama siiresi yaklagik 4 saattir. Diger ayarlar, agiklandigi gibi 151n
sertlestirme diizeltmesini ve filmlerin 6nceden taranmasi ve yeniden yapilandirilmasina dayal

olarak {iireticinin talimatlarma gore optimum kontrast sinirlarinin girilmesini igermektedir.

Feldkamp vd. (1989) tarafindan kullanilan analiz algoritmalar1 modifiye edilerek 1000
X1000 piksel ¢oziiniirlikte 2B goriintiiler elde etme igin CTAnN (ver. 1.16.1.0, SkyScan,
Belgika) ve NRecon yazilimlari (ver. 1.6.10.4, SkyScan, Kontich, Belgika) kullanilmigtir. Elde
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edilen bu goriintiilerin yeniden yapilandirilmas: i¢in sabit halka artefakti diizeltmesi ve
diizlestirme kullanilmistir. Isin artefakti diizeltmesi %40'a ayarlanmistir. NRecon yazilimi
kullanilarak, tarayici tarafindan elde edilen goriintiiler, filmlerin iki boyutlu kesitlerini
gostermek icin yeniden yapilandirilmigtir. Tiim hacimden elde edilen toplam 1023 kesit
gorlintiisi  mikro-BT'de yeniden olusturulmustur. Ayrica, filmlerin 3B hacimsel
gorsellestirilmesi ve analizi i¢in CTAn (SkyScan, Aartselaar, Belcika) yazilimi kullanilmastir.
Tim rekonstriiksiyonlar, 21,3 in¢ diiz panel renkli aktif matris TFT medikal ekran (NEC
MultiSync MD215MG, Miinih, Almanya) lizerinde, 75 Hz'de 2048 - 2560 ve 11,9 bit hizinda

0,17 mm nokta araliginda gergeklestirilmistir.

Yeniden yapilandirma asamasindan sonra, analiz edilen film gorselleri tizerinde ilgili
yazilim kullanilarak ilgi bolgesi (ROI) ¢izilmistir ve her bir katmanin ayrimim tespit
edebilmek igin alt sinir1 0 ile 255 arasinda, Gist sinir1 ise en yiliksek yogunluk degerine sahip

spektrumunun st ucunda kalacak sekilde esik degeri ayarlanmaistir.

Bir numunenin goézenekliligini tamimlamak igin gozenek sayisi, gozenek hacmi,
gbzenek yiizeyi ve gozenek yiizdesi dahil olmak iizere birden fazla parametre kullanilabilir.
Gozenek analizleri tipik olarak gozenekleri kapali ve agik olarak alt boliimlere ayirir. Bu
nedenle, dogru gozenek degerlendirmesi icin agik ve kapali gozeneklerin taniminin tam olarak
anlasilmasi gereklidir. Agik bir gbzenek, ROI sinirtyla kesisen olarak tanimlanmaktadir. Bagka
bir deyisle, agik bir gozenek 2B veya 3B'de disariya baglanirken, kapali bir gozenek 2B veya
3B'de disartya baglantisi olmayan bir gézenektir. Kapali gozenekler, beyaz piksellerden

olusan bir kenarlikla ¢evrelenmis siyah pikseller olarak goriilmektedir.

Bu calismada, her numunede numunenin tiim hacmi boyunca gesitli parametreler
Olciilmiistiir; kapali gdzenek sayisi, kapali gézenek hacmi, kapali gozeneklilik (%), agik
gozenek alam hacmi (piksel? veya pm?), agik gozeneklilik (%) ve toplam gozeneklilik,
konnektivite ve konnektivite dansitesi, ayrica, Toplam hacim (TV), Nesne hacmi (Obj.V),
analiz edilen toplam film hacmine gore toplam miktar1 ifade eden Nesne hacmi yiizdesi
(Obj.V / TV (%)) ve gozenekli bir ortamin topolojisini agiklayan parametreyi ifade eden

Konnektivite de ayr1 ayn degerlendirilmistir.?

2 Mikro-BT analizleri Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarinda
yiriitiilmistiir.
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2.2.9.3.8. 3B Basilmis Film Formiilasyonlarinda Etkin Madde-Yardimel
Madde Etkilesiminin DSC ile Incelenmesi

Borik asit, kitozan, borik asit ve kitozanin fiziksel karigimi ve liyofilize edilerek
kurutulmus borik asit igeren kitozan filmde DSC analizi yapilmistir (Shimadzu (DSC 60),
Japonya). Numuneler, aliiminyum kaplarda dogru bir sekilde tartilmis ve kapatilmistir. 5°C/dk
hizla 300°C'ye kadar 1sitilmis ve termogramlar kaydedilmistir (Zhang vd., 2006).

2.2.9.3.9. 3B Basilmis Film Formiilasyonlarinda Etkin Madde-Yardimci
Madde Etkilesiminin FTIR ile incelenmesi

Borik asit, kitozan, fiziksel karistm ve borik asit igeren film orneklerinin FTIR
spektrumlari, FTIR spektrofotometresi (Shimadzu FTIR-8040, Japonya) ile KBr disk yontemi
kullanilarak oda sicakliginda tespit edilmistir. Spektrumlar 400-4000 cm™ araliginda, 4 cm™
¢Oziiniirlikte ve 32 taramayla kaydedilmistir (Fraj vd., 2019; Mutlu vd., 2022; Ozdemir ve
Keskiner, 2018).

2.2.9.3.10. 3B Basilmus Filmlerde In Vitro Etkin Madde Salim

Borik asit yiiklii filmler, 37°C sicaklikta 5 ml pH 7,4 PBS igeren flakona yerlestirilmis
ve termostatik yatay calkalayicida (MaxQ Mini 4450 Thermo Scientific, ABD) 75 rpm hizinda
calkalanmigtir. Belirlenen zaman araliklarinda, 0,2 ml ¢6ziinme ortami alinarak yerine ayni
sicakliktaki taze tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Alinan 6rneklerdeki borik asit konsantrasyonu,
UV spektrofotometrik yontem (bkz. B6liim 2.2.3.1) kullanilarak tayin edilmistir. Zamana kars1
% aciga ¢ikan kiimiilatif etkin madde miktar1 (%ACEM) grafikleri ¢izilerek salim profilleri

acisindan degerlendirilmistir (Kilicarslan vd., 2018).
2.2.9.4. Optimum Film Formiilasyonunun DoE ile Belirlenmesi

Design-Expert® yazilimi (Stiriim 13.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, ABD)
kullanilarak ¢esitli formiilasyon degiskenlerinin 3B filmlerin 6zellikleri tizerindeki etkisini
arastirmak ve optimum film formiilasyonunu belirlemek i¢in CCD kullanilmistir. F18-20
formiilasyon verilerinden hareketle 3B film formiilasyon parametrelerinin sec¢ilen kritik kalite
ozellikleri iizerindeki etkisini arastirmak amaciyla deneysel tasarim igin kritik malzeme

ozellikleri olarak iki faktor (Dolgu deseni (X1: Triangular, grid ve honeycomb) ve Borik asit
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miktart (X2: 10 mg, 20 mg ve 30 mg)) kullanilmistir. Bagimsiz degiskenlerin seviyeleri,
maksimum tasarim alani saglayacak ve ayni zamanda 3B filmlerin uygun sekilde islenmesini
saglayacak sekilde secilmistir (Cizelge 2.22.). Ote yandan, incelenen faktorlerin
optimizasyonu i¢in izlenecek sekiz yanit se¢ilmistir: Kalinlik (Y1), %Yikleme etkinligi (Y2),
Adezyon kuvveti (Y3), Mekanik direng (Y4), Elastikiyet (Ys), Young’s modiil (Ys), Sisme
derecesi (Y7) ve % Kimiilatif ACEM (Yg). Filmler, en yiiksek istenirlik degerine sahip

formiilii saglamak amaciyla Y1-Ysg yanitlari icin degerlendirilmistir.

Cizelge 2.22. Film optimizasyonu icin faktorler (bagimsiz degiskenler) ve yanitlar (bagiml
degiskenler)

FAKTORLER SEVIYELER
-1 0 1
X1 Desen Triangular Grid Honeycomb
X2 Borik asit miktar1 10 mg 20 mg 30 mg
YANITLAR OPTIMUM HEDEF
Y1 Kalinlik Minimum 300 pm; Maksimum 600 pm
Y2 %Yiikleme Etkinligi Maksimum
Ys Adezyon kuvveti Maksimum
Ya Mekanik direng Minimum 2,5 MPa; Maksimum 35 MPa
Ys Elastikiyet Maksimum
Ye Young’s modiil Minimum
Y7 Sisme derecesi Maksimum
Ys %Kiimiilatif ACEM Minimum

[statistiksel tasarim yazilimi ile 27 deney tasarlanmstir. Tiim yanitlar eszamanli olarak
Lineer, 2FI ve ikinci dereceden yanit yilizeyi modellerine uyarlanmis ve elde edilen polinom
denklemleri, varyans analizi (ANOVA) ile istatistiksel olarak dogrulanmistir. Modelin
anlamliligin1 saglamak igin p degeri, diizeltilmis ¢oklu korelasyon katsayisi (Adjusted-R2),
tahmin edilen ¢oklu korelasyon katsayisi (Predicted-R2) ve ¢oklu korelasyon katsayist (R2)
gibi istatistiksel parametreler belirlenmistir. Sonuglar1 grafiksel olarak analiz etmek ve her
yamt igin farkli faktorler arasindaki etkilesimin derecesini belirlemek i¢in Design-Expert®
yazilimi ile 3B yanit yiizeyi grafikleri (RSM) olusturulmustur. Elde edilen denklemlerle
optimizasyon calismasi gergeklestirilmistir (Cizelge 2.23.).
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Cizelge 2.23. CCD tasarima gore optimum film formiilasyonu

Optimum
film formiilasyonu
MC (% a/a) 5
Gliserol (% a/a) 25
Borik asit (mg) 30
Asetik asit (g) 20
Desen Honeycomb

2.2.10. Nanopartikiil Yiiklii Yara Ortiisii Formiilasyonlarinin 3B Baski

Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu

Nanopartikiil yiiklii yara ortiisii formiilasyonlarinin hazirlanmasi i¢in optimize edilen
film ve optimum nanopartikiil formiilasyonu kullanilmistir. Liyofilize edilen H.perforatum
yiiklii nanopartikiiller kitozan filmin hazirlanacagi sulu ortamda disperse edildikten sonra
asiditesi ayarlanmig ortama plastizer ve borik asit ilave edilerek homojen bir karigim elde
edilmistir. Ardindan kitozan bu ortama ilave edilmistir. Cozeltiler, homojen oluncaya kadar
gece boyunca manyetik karistiricida oda sicakliginda 500 rpm hizda karigtirilmagtir.
Hazirlanan yara ortiisiinii olusturacak olan jel ile 3B baski yontemiyle baski alinmis (25 Gauge
blunt tip baski ucu, 9 mm/s baski hizi, %40 infill density, honeycomb desen, 10-50 psi baski
basinci) ve kurumaya birakilmistir. Formiilasyonda, sabit doz prensibi gozetilerek her filmde
yaklasik olarak 100 pg borik asit ve 2,5 pg hiperisine esdeger H.perforatum ekstresi olacak
sekilde bir oran belirlenmistir. Yara ortiisii formiilasyonundaki hiperisin icerigini belirlemek
amaciyla, her bir yara Ortiisii tartilarak cam flakonlara alinmus, tizerine 2,5 ml metanol ilave
edilmis, 151k gegirmeyen kosullarda, oda sicakliginda ultrasonik banyoya yerlestirilerek 2 saat
boyunca ekstrakte edilmistir. Ardindan homojenize edilerek elde edilen dispersiyon, santrifiij
tiiplerine alinarak 20000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan berrak kisimdan
alinan 1 ml 6rnek, 0,45 um PTFE membran filtreden siiziilerek HPLC ile analiz edilmistir.
Yara ortiisti formiilasyonundaki borik asit igerigini belirlemek amaciyla film numunesi 5 ml
%1,5 a/h asetik asit igerisinde manyetik karigtirict altinda bir gece karigtirilmis, elde edilen
karisim santrifiij tiiplerine alinarak 20000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ustte kalan
berrak kisimdan 1 ml alinarak spektrofotometre ile analiz edilmistir. Film basina pg hiperisin
ve borik asit cinsinden hesaplanmistir. Ardindan Bolim 2.2.8.3.6.°da belirtildigi sekilde
hiperisin ve Boliim 2.2.9.4.10.’da belirtildigi sekilde borik asit igin ayri ayrt in vitro etkin
madde salimimin tayini gergeklestirilmis, her bir etkin maddenin tayini ayri yontemlerle
yapildig1 igin bir grup borik asit tayini iizerinden bir grup hiperisin tayini {izerinden test

edilecek sekilde testler tekrarlanmistir (n=3). Yara ortiisiinde Boliim 2.2.9.4.’te belirtilen 3B
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basilmis filme ait karakterizasyon calismalarinin tiimii yapilip, bunlara ek olarak asagidaki

analizler gerceklestirilmistir.
2.2.10.1. 3B Basilmis Yara Ortiilerinde Su buhar Gegirgenligi Tayini

Yara ortiisii formiilasyonlarinin su buhart iletim hizlari modifiye ASTM E96-95
standart yontemine gore gravimetrik olarak analiz edilmistir (Devi ve Dutta, 2017).. Belirli
miktarda aritilmis su iceren belirli agirlik ve ebatlardaki siselerin dairesel agikligina uygun
olarak filmler kesilerek monte edilmistir (n=3). 37°C'de bir inkiibatore yerlestirilerek
belirlenen siirede periyodik olarak yeniden tartilmis ve her bir film i¢in zamanin fonksiyonu

olarak filmin yiizey alanina diisen agirhk farklar yiizde olarak hesaplanmustir.
2.2.10.2. 3B Basilmis Yara Ortiilerinde Oksijen Gecirgenligi Tayini

Yara ortiisii formiilasyonlarinin oksijen gegirgenlikleri, Winkler metoduna gore suda
¢ozlinmiis oksijen miktariin analiziyle yapilmistir (Singh ve Pal, 2012). Belirli miktarda
(1 ml) aritilmis su i¢eren belirli agirlik ve ebatlardaki siselerin dairesel agikligina uygun olarak
filmler kesilerek monte edilmistir (n=3). Pozitif kontrol olarak oksijenin siseye girerek suda
¢Oziinmesine izin veren agzi acik sise kullanilmis, negatif kontrol olarak oksijenin siseye
girmesini Onleyen kapakli bir sise kullanmilmigtir. Tim siseler, oda kosullarinda 24 saat
boyunca bekletilmis ve ardindan her bir sisede bulunan su 6rneklerinden ¢6ziinmiis oksijen
miktart belirlenmistir. Bu analiz i¢in ii¢ asamali Winkler titrasyon yontemi uygulanmstir.
On Reaksiyon; numune icerisine 1,6 ml %48’lik mangan siilfat ve 3,2 ml alkalin iyodiir
cozeltileri ((%15°lik Kl + %70’lik KOH) eklenerek, ¢o6ziinmiis oksijen varliginda
kahverengimsi mangan (IV) hidroksit ¢okeltilerinin olusmasi saglanmistir. Asitlendirme; 4,8
ml %50’lik siilfiirik asit ilavesi ile ¢okelti ¢oziilerek iyot (I2) agiga ¢ikarilmistir. Titrasyon;
ortamdaki serbest iyot, %0,31°lik standart sodyum tiyosiilfat ¢6zeltisi (0,01 mg ¢6ziinmiis
oksijenle esdegerdir) ile titre edilmis ve %0,1°lik nisasta ¢ozeltisi ile renk degisimi takibi
yapilmistir. Harcanan sodyum tiyosiilfat hacminden her sisedeki ml basina diisen ¢6ziinmiis
oksijen miktar1 (mg/l) hesaplanmistir. Test grubu sonuglari, pozitif ve negatif kontrollerle

karsilastirilmagtir.
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2.2.10.3. 3B Basilmus Yara Ortiilerinde Stabilite Testleri

In vivo deneyler i¢in secilen uygun formiilasyonlar iklim dolabinda, 25 + 2°C ve %60
+ %35 bagil nem kosullarinda, sterilizasyon kosullar1 bozulmayacak sekilde agzi siki kapali
kapta 151k almayacak sekilde 6 ay boyunca tutulmus ve 1, 3 ve 6. aylar olmak {izere en az 3
noktada ornek alinarak %EE, in vitro salim ve adezyon tayinleri yapilmistir (ICH-Q1A(R2),
2003).

2.2.11.Hazirlanan Formiilasyonlarin Antimikrobiyal Aktivite Analizleri

Bos nanopartikiil yiiklii bos film, H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii bos film,
borik asit iceren film, yara Ortiisii formiilasyonu ve kontrol grubunun antibakteriyel
aktiviteleri, E.coli ve S.aureus standart bakteri suslar1 ile degerlendirilmistir (Ferrer vd.,
2014). Bakterilerin bir gecelik taze kiiltiirlerinden McFarland 0,5 bulanikligina gore hazirlanan
siispansiyonlar Triptic Soy Broth'da 1/100 (108 CFU/ml) oraminda seyreltilmistir. Ornekler her
bir bakteri grubu i¢in ayr1 ayr1t muamele edilerek, 37°C'de 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonras1 her gruptaki canli bakteri sayis1, drneklerin diliisyonlar: yapilarak, Triptic
Soy Agar lizerine damlatma teknigi ile belirlenmistir. Kontrole kiyasla test gruplarnin log
azalma ve yiizde azalma degerleri belirlenmistir. Deneyler iki paralel ve ii¢ kontrol olarak

tekrarlanmis ve ortalama degerleri iizerinden hesaplamalar yapilmustir.?

2.2.12.Hazirlanan Formiilasyonlarin Hiicre Kiiltiirii Deneyleri ile

Karsilastirmah Olarak In Vitro incelenmesi

2.2.12.1. Sterilizasyon

Referanslar 1s1ginda hiicre kiiltiiri ve in vivo c¢alismalarimizda kullanilacak
formiilasyonlar (bos nanopartikiil yiiklii bos film, H.perforatum nanopartikiil yiiklii bos film,
borik asit iceren film ve yara oOrtiisii) sterilizasyonunda UV ile sterilizasyon yoOntemi
kullanilmistir (Hafezi vd., 2019; Kumar vd., 2017; Liakos vd., 2014; Maver vd., 2018; Nunes

b Antimikrobiyal aktivite analizlerine ait deneyler Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik
Mikrobiyoloji Anabilim Dali aragtirma laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
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vd., 2011). Sterilizasyon i¢in UV kabinli 3B yazicida (Axolotl, Axo A1, Tiirkiye) steril tiretim
yapilmustir.

2.2.12.2. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre kiiltiirii ve sitotoksisite deneyleri icin fibroblast ve keratinosit hiicreleri yaygin
olarak kullanilmaktadir. Deride bulunan bu hiicreler bag dokunun ana hiicresel bilesenleri
olmalari nedeniyle, kolajen ve ECM olusumunda rol alirlar (Nzietchueng vd., 2002; Sen vd.,
2019). Sitotoksisite analizlerinde MTT assay (Ahmed vd., 2018; Dadashzadeh vd., 2019;
Intini vd., 2018; Jiang vd., 2016; Kaur vd., 2019; Pagano vd., 2019; Sandri vd., 2013), MTS
assay ve WST-I assay (Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Wathoni vd., 2016) en sik kullanilan
ISO/EN 10993-5 test yontemleridir. Bu ¢alismada formiilasyonlarin sitotoksik etkisi ISO/EN
10993 ile belirlenmis, Minimum Essential Medium (MEM) ekstraksiyon testi ile
degerlendirilmistir (1SO, 2009). Buna gore, steril 6rnekler hiicre kiiltiirii ortami (%10 h/h fetal
sigir serumu ve %1 h/h penisilin-streptomisin iceren DMEM (Dulbecco'nun Modifiye Eagles
Medium) i¢inde sabit calkalama altinda 24 saat inkiibe edilerek ekstraksiyon
gerceklestirilmistir. Daha sonra L.929 fare fibroblast hiicreleri, 24 kuyulu hiicre kiiltiir kabina
ekilmis, 24 saat sonra ekstraksiyon sivist kuyucuklara eklenerek inkiibe edilmistir. Deney
gruplarindan elde edilen ekstraksiyon sivilari hiicre tabakalari iizerine eklenmistir (n=2).
Ekstraksiyon sivilarini uygulanmasindan 24, 48 ve 72 saat sonra, hiicre tabakasinin yayilimi
(confluency) ve hiicre morfolojisindeki degisimler mikroskop yardimiyla incelenmistir. Elde
edilen mikroskobik bulgular, negatif kontrol grubuna gore diizeltilerek Cizelge 2.24.'te
belirtilen degerlendirme kriterlerine gore puanlanmistir. Degerlendirme siirecinde, hiicre
tabakasinin yayilimi, 6lii hiicre miktar1 ve hiicre morfolojisindeki degisimler olmak iizere ilk
ti¢ kriterden elde edilen puanlarin ortalamasi hesaplanmistir. Bu ortalama deger, hiicre
biiylimesi inhibisyonu kriterinden alinan puanla birlestirilerek, toplamda 0 ile 8 arasinda

degisen sitotoksik cevap indeksi elde edilmistir (Cizelge 2.25.).
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Cizelge 2.24. Sitotoksisite testi degerlendirme Kriterleri

Hiicreye ait parametre  Degerlendirme Kriteri Not

%100
%90-100
Yayilim (confluency) %60-90
%30-60
%0-30
Hig goriilmedi
%0-5
%5-10
%10-20
> %20
Degisim gozlenmedi
Az degisim var, az sayida hiicre etkilendi
Orta seviyede degisim var, bazi hiicrelerin
Morfolojik degisim morfoloj_isinde degisim gozlendi
Orta seviyede degisim var, bir¢cok hiicrenin
morfolojisinde degisim gozlendi
Yiiksek seviyede degisim var, tim hiicrelerin
morfolojisinde degisim gozlendi
%0-10
%10-30
Biiyiimede inhibisyon %30-50
%50-70
%70-100

Olii hiicre say1s1
(ytlizen hiicreler)

N PO WOWDNPFPOIAWDNPEFL O

w

A~ WO NP OB~

Cizelge 2.25. Sitotoksik cevap indeksi ve sitotoksisite degerlendirmesi

Sitotoksik cevap Reaktivite “Malzeme Sitotoksiktir”
indeksi

0-1 Yok Hayir

1-3 Az Hay1ir

3-5 Orta Yeniden degerlendirilmeli
5-7 Fazla Evet

7-8 Cok Evet

2.2.12.3. In Vitro Yara Iyilesmesi Deneyleri (Scratch Assay)

Hem in vivo deney sonuglarinin 6nceden tahmin edilebilmesi hem de yara iyilesme
mekanizmasma dair ayrmtili veriler elde edilebilmesi amaciyla in vitro yara iyilesmesi
deneyleri yapilmaktadir (Demirci vd., 2016; Demirci vd., 2015; Dogan vd., 2014; Pagano vd.,
2019). Kiiltiire alman hiicre hattinin tek tabaka boyunca bir ¢izgi ¢izilerek bir hiicre grubunun
yer degistirmesiyle yarayi temsil eden agik boslugun kapanmasinin mikroskobik olarak

izlenmesi esasina dayanir. Tez caligmamizda hayvan deneyleri ile elde edilecek verileri
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kiyaslayabilmek ve biyoaktivite inceleyebilmek i¢in se¢ilen formiilasyonlar (bos nanopartikiil
yiiklii bos film, H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii bos film, borik asit igeren film ve yara
ortiisii) ile scratch assay deneyleri yapilmistir. In vitro yara iyilesmesinin degerlendirilmesinde
Human Dermal Fibroblast hiicreleri 1x10° hiicre/kuyucuk konsantrasyonda hiicre igerecek
sekilde 24 kuyulu hiicre kiiltiir kabinda, hiicre kiiltiirii ortami iginde (%10 h/h fetal sigir
serumu ve %1 h/h penisilin-streptomisin igeren DMEM) 24 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Daha sonra bu hiicreler 200 um’lik steril bir mikropipet ucu kullanilarak ¢izilmis ve ortam
stvist, hiicre kiiltiiri ortam1 icinde 24 saat siireyle ¢alkalamali sekilde inkiibe edilerek
ekstraksiyonu gerceklestirilen taze ekstraksiyon sivisi ile degistirilmigtir. Farkli zaman
araliklarinda (0, 12, 24 ve 36 saat) mikroskobik olarak hiicre gogii izlenmistir. Her durum i¢in
en az U¢ alan secilmis ve ¢izik alanlara go¢ eden hiicrelerin sayisi hesaplanmigtir. Kontrol
grubu olarak hiicre kiiltiirii ortam1 kullanilmistir (Demirci vd., 2016; Demirci vd., 2015; Dogan
vd., 2014; Pagano vd., 2019).¢

2.2.13. Hazirlanan Formiilasyonlarin Tedavideki Etki Giiciiniin In Vivo

Degerlendirilmesi

Calismanin deneme asamasi etik kurul onay1 (Ankara Universitesi Rektorliigii Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu, Karar No: 2022-2-17) alindiktan sonra 250-400 g erkek Wistar
albino 1rki ratlar tizerinde gerceklestirilmistir. Hayvanlar altlik serilmis metal kafeslerde, 22—
24°C oda sicakliginda, %55 nemde, 12 saat aydinlik / 12 saat karanlik bir ortamda, su ve

yemleri ad libitum verilerek bakim ve beslemeleri yapilmstir.

Referanslardan elde edilen verilere ve yara galismalari verilerine dayanarak 0,05
anlamlilik diizeyi ve 0,95 gii¢ ile galisilacak 5 grup i¢in tek yonlii varyans analizi testi
kullanilarak (Statistica 12 Istatistik Paket Programi) (Anonymous, 2014) power analizi
yapilmis ve denek sayisi her bir grup i¢in 6 olarak belirlenmistir. Verilerin istatistiksel olarak
kabul edilebilmesi ve sonrasinda insana yonelik yapilacak caligmalarda yol gosterici
olabilmesi i¢in say1 bu sekilde hesaplanmistir. Ayn1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip
deneklerimizden, viicut agirliklar birbirine yakin olanlar, ayni grupta olacak sekilde; her biri

6 rat igeren, biri (-) kontrol 4’{i deney grubu olmak iizere toplam 5 grup olusturulmus ve buna

¢ Hiicre kiiltiiriine ait deneysel calismalar Ankara Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Boliimii
Aragtirma Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

d In vivo hayvan deneyleri Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari ve Arastirma
Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.
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gore calismada toplam 90 rat kullanilmistir. Uygulamalarda kullanilan deney gruplart ve
hayvan sayilar1 Cizelge 2.26.’da gosterilmistir. Geleneksel kullanimina ve literatiir verilerine
bagli olarak bu bilesenleri (borik asit ve H.perforatum) bir arada i¢eren film seklinde ya da jel
olarak bir yara Ortiisii piyasa preparati bulunmadigi i¢in bu asamada pozitif kontrol grubu

olusturulmamastir.

Cizelge 2.26. Deney hayvanlar1 iizerinde yara sonrasi yapilacak tek/kombine uygulamalar ve
gruplandirmasi

Grup basina hayvan adedi

Grup No Grup ad 7.Gin 14.Giin 21.Giin Toplam
Grup1 (-) Kontrol grubu 6 6 6 18
Grup 2 Bos film+Bos Nanopartikiil 6 6 6 18
Grup 3 Bos film+H.perforatum Nanopartikiil 6 6 6 18
Grup 4 Borik asit yiiklii film 6 6 6 18
Grup 5 Il?}zg(l:pzzﬁ lzfi%klu film+H.perforatum 6 6 6 18

Toplam 30 30 30 90

Yara iyilesme aktivitesinin tespit edilmesinde en sik kullanilan in vivo model olan ve
yara kapanmasi ve epitelizasyon siiresinin incelenmesine olanak saglayan eksizyon yara
modelidir. Ayni zamanda hem iyilegsme siiresi daha kisa siiren akut yaralarda hem de etkilenen
deri katmani derinliginin fazla olmasina bagli olarak iyilesme siiresi daha uzun olan kronik
yaralarda temel olarak iyilesme prosesi benzerlik gostermektedir (Sibbald vd., 2013; Simoes
vd., 2018). Bu nedenle hem akut yaray1 hem de kronik yarayi temsil edecegi diistiniilerek tam
tabaka doku cikarilmasiyla olusturulan eksizyon yara modeliyle ¢aligilmigtir. Ratlarda
deneysel yara olusturmak i¢in sirt kisminda 10 mm g¢apl dairesel alanda ¢aligilmigtir. Anestezi
uygulanan her bir ratin sirt kismi tirag edilmis ve daha sonra %70’lik etanol ile dezenfekte
edilmistir. Ardindan belirlenen kisimda 10 mm ¢apli dairesel tam tabaka deri pargasi punch
biyopsi ile cerrahi olarak ¢ikarilarak eksizyon yarasi olusturulmustur (Sekil 2.3.). In vitro
degerlendirmeler sonucunda en uygun bulunan, etkin madde i¢eren ve igermeyen formiilasyon
gruplar1 ayr ayr farkli gruplardaki deney hayvanlarinda bu bolgeye uygulanmis, hayvanlarin
hareket ederek formiilasyonlari ¢ikarma ihtimaline karsi dikis ile bolgeye tek noktadan
tutturulmus ve giin agir1 araliklarla yara kapanmalar1 degerlendirilmistir. Bunun yani sira (-)
kontrol grubunda yara olusturma sonrast hicbir ilag uygulamas1 yapilmadan ve yine belirlenen
zaman araliklarinda kontroller yapilmistir. Her bir grup icin 7.giin, 14.giin ve 21. giiniin
sonunda deneklerin yiiksek dozda anestezik ile 6tenazisi saglanmistir (Dogan vd., 2014; Nunes
vd., 2011; Suntar vd., 2011).
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Sekil 2.3. Deney hayvanlarinda cerrahi yaranin olusturulmast (A) ve formiilasyonun yaraya
uygulanmasi (B,C)

2.2.13.1. In vivo Cahsmadan Elde Edilen Deri Orneklerinde Mikro-BT

Incelemeleri

Ratlardan deri 6rnekleri alindiktan sonra yara iyilesmesi in vitro Mikro-BT taramalari
ile yapilmistir. Ornekleri taramak icin yiiksek ¢dziiniirliiklii, masaiisti Mikro-BT sistemi
kullanilmigtir. Tarama kosullari: 30 kVp, 100-250 mA, 10 um piksel boyutudur. Halka
artefaktlarim1 en aza indirmek i¢in, her taramadan O6nce dedektoriin hava kalibrasyonu
gergeklestirilmistir. Her ornek 10 dakikalik bir entegrasyon siiresi igerisinde 360°
dondiiriilmiistiir ve ortalama tarama siiresi yaklasik 1 saattir. Diger ayarlar, dnceki taranma ve
numunenin rekonstritksiyon degerleri esas alinarak ireticinin talimatlarma gore 151n
sertlestirme diizeltmesini igermektedir. Orneklerin rekonstriiksiyonu i¢in Feldkamp vd. (1989)
‘nin modifiye edilmis algoritmasmi kullanan CTAn (ver. 1.16.1.0, SkyScan) ve NRecon
yazilimi (ver. 1.6.10.4, SkyScan, Kontich, Belgika) kullanilmigtir. NRecon yazilimi (Skyscan,
Kontich, Belgika) kullanilarak, tarayici tarafindan elde edilen goriintiiler numunenin 2B
gorintiileri yeniden olusturulmustur. Kesitsel goriintiiler Mikro-BT'de tiim hacimden yeniden
olusturulmusgtur. Ayrica, CTAn (Skyscan, Aartselaar, Belgium) yazilimi, 3B volumetrik

gorsellestirme, analiz ve Mikro-BT i¢in 6l¢limiin alan/hacmi i¢in kullanilmustir.

Hiicresel ve hiicresel olmayan doku bilesenlerinin Mikro-BT ile 6l¢iimlerinde farkl
hiicresel bilesimlerini gosteren parametreler farkli yapisal organizasyonunu yansitir. Mikro-
BT’de asagidaki parametreler bu farki ortaya ¢ikarmak ve deri drneklerini analiz etmek icin
kullanilmistir. AV/TV analiz edilmistir ve bu deger analiz edilen doku hacmi (AV) ile iligkili
olarak mevcut olan toplam doku miktarini (TV) ifade eder. Kabaca belirli bir doku bdlgesinin
karmagikliginin bir belirleyicisi olarak yorumlanabilen kesisim ylizeyi, diizenli tekrarlayan
yapilar gosteren normal alanlardan 6nemli 6l¢iide farkli bulunacaktir. Konnektivite (baglanti),

gbzenekli bir dokunun topolojisini tanimlayan parametreyi ifade eder. Mikro-BT
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Olgtimlerinin, ex vivo ¢alismalarda baglanti yogunlugunun yapidaki say1 ile yiiksek oranda

iligkili oldugu gosterilmistir.

Ayrica, oOrneklerdeki damarlanma icin asagidaki yontem uygulanmistir. Kemik
anatomisinin aksine, kan damarlar1 Mikro-BT goriintiileme i¢in ¢ok az dogal kontrast saglar.
Bu nedenle vaskiilarizasyonun Mikro-BT ile takibinde 6zel kontrast ajanlara ihtiya¢ duyulur.
Bu tiir kontrast maddelerin yiiksek radyo opasitesi, manipiilasyon ve enjeksiyon kolaylig1 ve
incelenmek istenen vaskiiler yatagi doldurmasini saglayacak fiziksel 6zellikler i¢ermesi
beklenir. Bu c¢alismada mikro damar sistemlerini incelemek igin silikon kauguk ve inert
Ozelliklerinden dolay1 literatiirde de bu tiir ¢alismalarda siklikla tercih edilen Microfil
(Microfil, Flow Tech, Carver, MA) kullanilmistir. Buna gore Mikro-BT iiretici firmanin
talimatlarina uygun olarak Microfil’e 06zgii 151n sertlestirme diizeltmesi uygulanmis ve

optimum kontrast sinirlar1 tanimlanmaigtir.

Ayrica, damar sayist, kalinlik (limen ¢ap1), kalinlik dagilimi ve ayirma, 3B hacimlerde
kalinlig1 degerlendirmek i¢in modelden bagimsiz bir yontem kullanilarak hesaplanabilir. Bu
teknik, ilgilenilen hacimdeki (VOI) her vokselde bir yerel kalinligin1 hem voksel igeren hem
de tamamen ilgilenilen yapi iginde olan en biiyiik kiirenin ¢ap1 olarak tanimlar. Yerel voksel
kalinliklarinin ortalamasi damar kalinlig1 parametresini verir ve arka plan voksellerinde benzer
bir hesaplama damar ayrilmasini belirler. Damar numarasini hesaplamak i¢in, béliimlenmis
hacim iskeletlestirilir ve yapidaki damarlarin orta eksenlerinde sadece vokseller kalir. Damar
numarasi, boliimlenmis hacimdeki yapilarin orta eksenleri arasindaki ortalama boslugun tersi
olarak tanimlanir. Bu parametreler sirasi ile hesaplanmistir. Anizotropi, segmentlere ayrilmis
3B vaskiiler yatagin yoniiniin hangi dereceye kadar yonlendirildigini tanimlar. 1,0'lik bir
anizotropi derecesi, vaskiiler agin mitkemmel bir sekilde izotropik oldugunu gosterir ve daha
yiiksek anizotropi derecesi degerleri, bir yapinin tercihli bir malzeme yonii igerdigini gosterir.
Anizotropi, vaskiller aglarda istenmeyen bosluklar1 temsil eden vaskiiler yapilarin 3B
goriintiilerinde siireksizlikleri birlestirmek i¢in kullanilir. Tez ¢alismasinda bu parametre de
hesaplanmistir. Son olarak histopatoloji i¢in hazirlanan kasetler yeniden taranmis ve
histopatoloji ile karsilagtirma yapabilmek icin doku kalinligi, doku baglant1 parametreleri

histopatolojik kasetlerden de hesaplanmistir (Bilezikian, 2015; Orhan, 2020).

¢ Mikro-BT analizleri Ankara Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarinda
yiriitiilmistiir.
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2.2.13.2. In vivo Calismadan Elde Edilen Deri Orneklerinde Histopatolojik

incelemeler

Histopatolojik inceleme amaciyla Otenazi yapilan hayvanlardan uygulama yapilan
alandaki dermis ve epidermis tabakasini igerecek sekilde taze doku ornekleri alinarak %10
tamponlu formalin ile 48 saat tespit edilmistir. Tespit isleminin ardindan dokular parafinde
bloklanmis ve her bir bloktan 4-5 mikron kalinliginda kesitler alinmistir. Rutin doku takibi
sonrasinda kesitler, hematoksilen-eozin (HXE) ve Masson’s Trikrom ile boyanmis ve 151k
mikroskobunda incelenerek uygun goriilen sahalardan goriintiiler alinmistir (Demirci vd.,
2016; Yucel vd., 2017). Bu goriintiilerden epidermisteki fibroblast proliferasyonu,
mononiikleer ve/veya polimorfoniikleer hiicreler, neovaskiilarizasyon durumlari ile dermisteki
kolajen birikimleri, epidermal veya dermal epitelizasyon seviyesi tespit edilmistir. Masson’s
Trikrom ile boyanmis kesitler kolajen birikimi analizinde kullanilmistir. Hem in vitro
Mikro-BT taramalari ile hem histopatolojik analiz sonunda elde edilen sonuglar birlestirilmis,
kontrol grubu ile karsilastirmali olarak degerlendirilerek tiim gruplarda enflamasyon,

proliferasyon ve yeniden modelleme olarak yara iyilesme evreleri belirlenmistir.

f Histopatoloji analizleri Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma Laboratuvarinda
yiriitiilmistiir.
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3. BULGULAR

3.1. H.perforatum’un Standard ile Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.1.1. H.perforatum’un Standardinin UV-Vis Spektrumu

Etkin maddenin UV-Vis spektrofotometre ile alinan spektrumu ile kalibrasyon grafigi

ve denklemi Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.’de verilmistir.
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Sekil 3.1. Total hiperisin’in metanol ortamindaki UV-Vis spektrumu

1,0 i

o
e’

o
o

7 y=0,1034x + 0,0274
R?=0,999

04

Absorbans

0,2

0,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Konsantrasyon (ng/ml)

Sekil 3.2. Total hiperisin’in metanol ortaminda UV spektrofotometre yontemiyle belirlenen kalibrasyon

grafigi ve denklemi
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3.1.2. H.perforatum’un Standardinin HPLC Kromatogrami

Hiperisin ve psodohiperisin standartlarinin HPLC ile aliman kromatogrami ve

spektrumu Sekil 3.3. ve Sekil 3.4.’te yer almaktadir.
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Sekil 3.3. Hiperisin standardinin metanol ortaminda HPLC kromatogrami ve spektrumu
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Sekil 3.4. Psddohiperisin standardinin metanol ortaminda HPLC kromatogrami ve spektrumu

HPLC  yontemiyle metanol ortamindaki  hiperisin  standardinin  artan
konsantrasyonlarina ait kromatogramlart Sekil 3.5.’te, belirlenen kalibrasyon grafigi ve

denklemi ise Sekil 3.6.’da gosterilmektedir.
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Sekil 3.5. Metanol ortamindaki hiperisin standardinin artan konsantrasyonlarina ait HPLC yontemiyle
elde edilen kromatogramlari

1000
)
800
_»"'/‘/“
_ 600 T
ks L y=109,59x + 30,523
< .0 R? =0,9992
=
,—‘,/
200 _
L
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.6. Hiperisin standardinin HPLC yontemiyle metanol ortamindaki kalibrasyon grafigi ve
denklemi

HPLC yontemiyle metanol ortamindaki psddohiperisin = standardinin  artan
konsantrasyonlarina ait kromatogramlar1 Sekil 3.7.’de, belirlenen kalibrasyon grafigi ve

denklemi ise Sekil 3.8.’de gosterilmektedir.
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Sekil 3.7. Metanol ortamindaki psddohiperisin standardinin artan konsantrasyonlarma ait HPLC
yontemiyle elde edilen kromatogramlari
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Sekil 3.8. Psddohiperisin standardinin HPLC ile metanol ortamindaki kalibrasyon grafigi ve denklemi

Hiperisin standardinin PBS ortaminda HPLC ile alinan kromatogrami ve spektrumu
Sekil 3.9.°da yer almaktadr.
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Sekil 3.9. Hiperisin standardinin PBS igerisindeki HPLC kromatogrami ve spektrumu

HPLC yontemiyle PBS ortamindaki hiperisin standardinin artan konsantrasyonlarina ait

kromatogramlari Sekil 3.10.’da, belirlenen kalibrasyon grafigi ve denklemi ise Sekil 3.11.de

gosterilmektedir.

Hiperisin

Sekil 3.10. PBS ortaminda hiperisin standardinin artan konsantrasyonlarda HPLC yo6ntemiyle elde
edilen kromatogramlari
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Sekil 3.11. Hiperisin standardinin HPLC y6ntemiyle PBS ortamindaki kalibrasyon grafigi ve denklemi
3.2. Borik Asit ile Yapilan Calismalara Ait Bulgular

3.2.1. Borik Asitin UV-Vis Spektrumu

Borik asitin UV-Vis spektrofotometre ile %1,5 (h/h) sulu asetik asit ortaminda elde
edilen kalibrasyon grafigi ve denklemi Sekil 3.12.’de yer almaktadir.
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Sekil 3.12. Borik asitin %1,5 (h/h) sulu asetik asit ortamindaki kalibrasyon grafigi ve denklemi

99



Borik asitin UV-Vis spektrofotometre ile PBS ortaminda elde edilen kalibrasyon grafigi

ve denklemi Sekil 3.13.’te yer almaktadir.

1,0
0,8
y = 0,055x + 0,0512

Absorbans
o

S

\

0,0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 3.13. Borik asitin PBS ortamindaki kalibrasyon grafigi ve denklemi

3.3. Etkin maddelerin HPLC Yéntemi ve UV-Vis Spektrofotometre Yontemi ile
Miktar Tayininin Analitik Validasyonuna Ait Bulgular

3.3.1. Dogruluk

Etkin maddelerin gesitli ortamlardaki miktar tayininin dogruluguna ve geri eldesine

iliskin elde edilen bulgular ve ilgili parametreler Cizelge 3.1.-3.6.”da verilmistir.
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Cizelge 3.1. Hiperisin standardinin metanol ortaminda HPLC yoéntemiyle hiperisin miktar tayini
yonteminin dogruluk ve geri eldesine iligkin sonuglar

Ortam 2 pg/ml 5 pg/ml 7 pg/ml
Pratik . Pratik % Pratik .
konsantrasyon (y(I)EICc;JeerI konsantrasyon Geri konsantrasyon (V(I)EIC(;JI?I
(ug/ml) (ug/ml) Elde (ug/ml)

§ 2,10 105,11 4,72 94,33 6,35 90,66

z E 2,08 104,11 4,70 94,04 6,36 90,81
20 2,09 104,38 4,72 94,37 6,39 91,30
5 5' 2,09 104,65 4,72 94,35 6,35 90,74
= Z 2,10 104,79 4,74 94,90 6,38 91,20
I 2,09 104,75 4,72 94,42 6,36 90,91

= Ortalama 104,63 Ortalama 94,40 Ortalama 90,94
SS 0,35 SS 0,28 SS 0,26

%BSS 0,33 %BSS 0,29 %BSS 0,28

Cizelge 3.2. Psodohiperisin standardinin metanol ortaminda HPLC yo6ntemiyle psddohiperisin miktar
tayini yonteminin dogruluk ve geri eldesine iliskin sonuglar

Ortam 2 pg/ml 4 pg/ml 7 pg/ml
konsF;ﬁ:rI:syon %E%eeri konszgcrl:syon O/(I’E%Zri konslz;itrlz:(syon %I)E%Zri
_ (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

z = 2,08 104,12 4,03 100,64 6,87 98,18
E E 2,10 105,20 4,04 100,95 6,93 99,07
=0 2,07 103,34 4,09 102,15 6,97 99,60
= 6' 2,06 102,88 4,01 100,22 6,97 99,60
8 <ZE 2,05 102,57 4,07 101,72 7,04 100,52
% E 2,07 103,50 4,07 101,84 7,01 100,13
2 Ortalama 103,60 Ortalama 101,26 Ortalama 99,52
SS 0,95 SS 0,76 SS 0,82

%BSS 0,91 %BSS 0,75 %BSS 0,83
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Cizelge 3.3. Hiperisin standardinin in vitro ¢6ziinme ortaminda HPLC yontemiyle miktar tayini
yonteminin dogruluk ve geri eldesine iligkin sonuglar

Ortam 3 pg/ml 5 pg/ml 8 png/ml
Pratik % Pratik % Pratik % Geri
konsantrasyon Geri konsantrasyon Geri konsantrasyon Elde
(ng/ml) Elde (ng/ml) Elde (ng/ml)
2,81 93,80 4,84 96,80 7,62 95,25
z S 2,81 93,71 4,85 96,99 7,63 95,42
fZ ,f 2,81 93,59 4,85 97,06 7,64 95,46
% % 2,81 93,62 4,85 97,00 7,63 95,36
= A 2,81 93,62 4,85 96,99 7,63 95,34
o 2,80 93,38 4,84 96,82 7,63 95,36
Ortalama 93,62 Ortalama 96,94 Ortalama 95,37
SS 0,14 SS 0,10 SS 0,07
%BSS 0,15 %BSS 0,11 %BSS 0,08

Cizelge 3.4. Total hiperisinin metanol ortamindaki UV spektrofotometre yontemiyle miktar tayini
yonteminin dogruluk ve geri eldesine iligkin sonuglar

Ortam 2 pg/ml 5 pg/ml 8 pg/ml

konszl;witrlgsyon % Cefl konszz?l"’l;syon kL 'Y konsg;i?;syon % Geri

Elde Elde Elde

r (1ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

S 2,04 101,86 5,45 109,04 8,02 100,20
. E 2,05 102,35 5,54 110,79 8,17 102,13
20 2,09 104,28 5,55 110,98 8,14 101,77
=3 2,10 104,76 5,55 110,98 8,31 103,83
E‘ <ZE 2,10 105,25 5,53 110,59 8,30 103,70
i 2,14 107,18 5,52 110,40 8,28 103,46
= Ortalama 104,28 Ortalama 110,46 Ortalama 102,52

SS 1,96 SS 0,73 SS 1,42

%BSS 1,88 %BSS 0,66 %BSS 1,39
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Cizelge 3.5. Borik asitin UV spektrofotometrik yontemle %1,5 (h/h) sulu asetik asit ortamindaki miktar
tayini yonteminin dogruluk ve geri eldesine iliskin sonuglar

Ortam 3 pg/ml 5 pg/ml 7 pg/ml
E Pratik % Geri Pratik % Geri Pratik % Geri
konsantrasyon konsantrasyon konsantrasyon

< Elde Elde Elde
> (ng/ml) (1ng/ml) (ng/ml)

o 2,85 95,02 4,89 97,84 7,11 101,52
E 2,83 94,38 4,91 98,22 7,14 102,07
; 2,85 95,02 4,93 98,61 7,14 102,07
= 2,85 95,02 4,93 98,61 7,18 102,62
= 2,87 95,66 4,93 98,61 7,18 102,62
2\ 2,91 96,94 4,93 98,61 7,18 102,62
) Ortalama 95,34 Ortalama 98,41 Ortalama 102,25
o SS 0,88 SS 0,32 SS 0,45
B %BSS 0,93 %BSS 0,33 %BSS 0,44

Cizelge 3.6. Borik asitin UV spektrofotometrik yontemle PBS ortamindaki miktar tayini yonteminin
dogruluk ve geri eldesine iligkin sonuglar

Ortam 3 png/ml 5 pg/ml 7 pg/ml
Pratik % Pratik . Pratik .
konsantrasyon Geri konsantrasyon %EIGdi” konsantrasyon (’/cé%zrl
(ng/ml) Elde (ng/ml) (ng/ml)

2,94 98,14 5,13 102,55 7,13 101,84
S 2,98 99,35 5,15 102,91 7,11 101,58
s 2,94 98,14 5,15 102,91 7,09 101,32
% 2,96 98,74 5,16 103,27 7,17 102,36
K 2,96 98,74 5,11 102,18 7,17 102,36
o 2,96 98,74 5,09 101,82 7,26 103,66
Ortalama 98,64 Ortalama 102,61 Ortalama 102,18

SS 046 SS 0,54 SS 0,83

%BSS 0,46 %BSS 0,52 %BSS 0,81

3.3.2. Kesinlik

Etkin maddelerin ¢esitli ortamlardaki miktar tayini yonteminin tekrarlanabilirligine

iligskin elde edilen bulgular ve ilgili parametreler Cizelge 3.7.-3.12.’de verilmistir.
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Cizelge 3.7. Hiperisin standardinin HPLC ydntemiyle metanol ortaminda miktar tayini yonteminin
kesinligine iliskin sonuglar

HIPERISIN
METANOL Alan 2 ng/ml Alan 5 ng/ml Alan 7 ng/ml
ORTAMI

234,20 1,86 557,40 4,81 757,90 6,64

233,60 1,85 556,20 4,80 758,30 6,64

if 234,30 1,86 558,40 4,82 755,90 6,62

% - 234,30 1,86 559,70 4,83 758,50 6,64

§ g 234,20 1,86 560,50 4,84 754,30 6,60

E © 236,40 1,88 560,30 4,83 754,00 6,60

l%_‘) Ortalama 1,86 Ortalama 4,82 Ortalama 6,62

SS 0,01 SS 0,02 SS 0,02

%BSS 0,47 %BSS 0,33 %BSS 0,28

241,30 1,92 564,50 4,87 765,20 6,70

= 236,70 1,88 564,80 4,88 766,80 6,72

2 o 240,90 1,92 564,20 4,87 767,30 6,72

fv 5 239,90 1,91 563,50 4,86 768,50 6,73

b 239,90 1,91 563,00 4,86 766,20 6,71

240,40 1,92 566,90 4,89 767,10 6,72

239,60 1,91 566,20 4,89 769,80 6,75

240,40 1,92 565,60 4,88 771,20 6,76

'; 241,20 1,92 568,80 4,91 773,60 6,78

’G 240,70 1,92 568,60 4,91 770,80 6,76

240,90 1,92 569,90 4,92 770,80 6,76

241,10 1,92 567,00 4,90 772,70 6,77

5 Ortalama 1,90 Ortalama 4,86 Ortalama 6,70

E E SS 0,03 SS 0,04 SS 0,06

c - %BSS 1,45 %BSS 0,77 %BSS 0,90
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Cizelge 3.8. Psodohiperisin standardiin HPLC ydntemiyle metanol ortaminda miktar tayini
yonteminin kesinligine iligkin sonuglar

PSODOHIPERISIN
METANOL Alan 2 pg/ml Alan 4 pg/ml Alan 7 pg/ml
ORTAMI
152,00 2,17 293,20 4,35 461,50 6,95
152,00 2,17 294,30 4,37 466,30 7,02
ﬁf 153,20 2,19 292,40 4,34 460,70 6,94
% _ 153,10 2,18 292,20 4,33 465,60 7,01
% s 152,70 2,18 292,60 4,34 468,70 7,06
T’E © 152,10 2,17 292,80 4,34 466,90 7,03
é Ortalama 2,18 Ortalama 4,34 Ortalama 7,00
SS 0,01 SS 0,01 SS 0,05
%BSS 0,40 %BSS 0,27 %BSS 0,70
153,90 2,20 293,40 4,35 464,70 7,00
i 155,40 2,22 295,40 4,38 466,80 7,03
% : 155,20 2,22 294,90 4,37 469,10 7,07
ﬁ G 155,40 2,22 295,10 4,38 468,40 7,06
b 155,30 2,22 293,30 4,35 469,80 7,08
158,50 2,27 294,80 4,37 466,90 7,03
155,80 2,23 295,00 4,38 468,10 7,05
155,00 2,21 294,80 4,37 470,70 7,09
'; 156,40 2,24 296,60 4,40 467,70 7,04
’5 155,20 2,22 293,60 4,35 468,70 7,06
154,40 2,20 293,70 4,36 467,60 7,04
154,50 2,21 296,30 4,40 470,30 7,08
5 - Ortalama 2,21 Ortalama 4,36 Ortalama 7,04
E E SS 0,03 SS 0,02 SS 0,04
c - %BSS 1,20 %BSS 0,46 %BSS 0,59
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Cizelge 3.9. Hiperisin standardinin HPLC yontemiyle PBS ortaminda miktar tayini yonteminin
kesinligine iliskin sonuglar

HIPERISIN

PBS ORTAMI Alan 2 pg/ml Alan 5 pg/ml Alan 8 pg/ml
110,30 2,06 399,50 4,69 761,80 7,98
110,00 2,05 400,10 4,69 763,10 8,00
if 109,90 2,05 399,40 4,69 760,50 7,97
E _ 109,10 2,04 399,20 4,68 760,10 7,97
§ g 109,10 2,04 398,60 4,68 757,80 7,95
(—E © 108,50 2,04 398,30 4,68 758,90 7,96
é Ortalama 2,05 Ortalama 4,68 Ortalama 7,97
SS 0,01 SS 0,01 SS 0,02
%BSS 0,31 %BSS 0,13 %BSS 0,22
106,50 2,02 392,70 4,63 753,50 7,91
= 107,00 2,03 394,00 4,64 753,00 7,90
% ‘: 105,90 2,02 393,50 4,63 753,70 7,91
fs 5 106,30 2,02 392,20 4,62 752,70 7,90
b 106,10 2,02 392,30 4,62 752,50 7,90
105,60 2,01 392,10 4,62 752,60 7,90
101,00 1,97 380,10 4,51 736,00 7,75
101,90 1,98 380,90 4,52 736,20 7,75
'; 100,00 1,96 380,40 4,51 736,90 7,76
’G 99,60 1,96 379,30 4,50 736,90 7,76
99,50 1,96 379,20 4,50 736,40 7,75
99,00 1,95 379,60 4,51 735,40 7,74
5 Ortalama 2,01 Ortalama 4,61 Ortalama 7,88
E § SS 0,04 SS 0,08 SS 0,09
o * %BSS 1,83 %BSS 1,63 %BSS 1,20
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Cizelge 3.10. Hiperisin standardinin metanol ortaminda UV spektrofotometre yontemiyle miktar tayini
yonteminin kesinligine iligkin sonuglar

HIiPERISIN
METANOL Abs. 2 pg/ml Abs. 5 ng/ml Abs. 8 ng/ml
ORTAMI
0,23 1,98 0,54 4,98 0,85 8,00
0,24 2,02 0,54 4,98 0,87 8,16
1f 0,24 2,07 0,54 4,97 0,87 8,14
= » 0,24 2,01 0,55 5,06 0,88 8,22
§ g 0,24 2,01 0,55 5,07 0,88 8,25
E © 0,24 2,01 0,55 5,07 0,88 8,23
l%_‘) Ortalama 2,01 Ortalama 5,02 Ortalama 8,17
SS 0,03 SS 0,05 SS 0,09
%BSS 1,41 %BSS 1,00 %BSS 1,13
0,23 2,00 0,54 4,97 0,86 8,05
X 0,24 2,04 0,54 4,92 0,86 8,05
2 s 0,24 2,07 0,54 4,93 0,86 8,06
< 3 0,24 2,05 0,55 5,01 0,86 8,07
b 0,24 2,05 0,54 5,00 0,86 8,07
0,24 2,07 0,55 5,03 0,88 8,23
0,24 2,01 0,55 5,03 0,87 8,10
0,24 2,05 0,55 5,05 0,87 8,12
2 0,24 2,07 0,55 5,04 0,87 8,11
3 0,24 2,08 0,55 5,04 0,88 8,23
0,24 2,09 0,55 5,08 0,88 8,26
0,24 2,09 0,55 5,03 0,88 8,26
5 Ortalama 2,04 Ortalama 5,01 Ortalama 8,15
= g SS 0,03 SS 0,05 SS 0,08
o * %BSS 1,61 %BSS 0,95 %BSS 1,04
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Cizelge 3.11. Borik asitin %1,5 (h/h) asetik asit ortaminda miktar tayini yonteminin kesinligine iligkin
sonuglar

BORIK ASIT
%]1,5 A.ASIT Abs. 3 pg/ml Abs. 5 ng/ml Abs. 7 ng/ml
ORTAMI
0,23 2,93 0,34 4,99 0,45 7,18
0,23 2,89 0,34 4,99 0,44 6,99
if 0,23 2,95 0,34 4,99 0,44 6,99
= — 0,23 2,89 0,34 4,99 0,44 6,93
§ g 0,23 2,93 0,34 4,99 0,44 6,93
E © 0,23 2,95 0,34 5,03 0,45 7,13
l%_‘) Ortalama 2,92 Ortalama 4,99 Ortalama 7,03
SS 0,03 SS 0,02 SS 0,10
%BSS 0,90 %BSS 0,31 %BSS 1,49
0,23 2,97 0,34 5,01 0,45 7,16
X 0,23 3,00 0,34 5,01 0,45 7,18
2 o 0,24 3,04 0,34 5,10 0,45 718
< 5 0,24 3,06 0,34 5,12 0,45 718
b 0,24 3,06 0,34 5,12 0,45 7,18
0,23 2,99 0,34 5,10 0,45 7,18
0,23 2,95 0,34 5,10 0,45 7,18
0,23 2,95 0,34 5,10 0,45 7,18
< 0,23 2,97 0,34 5,10 0,45 7,18
3 0,23 2,97 0,34 5,10 0,45 7,18
0,23 2,95 0,34 5,12 0,45 7,18
0,23 2,93 0,34 5,12 0,45 7,18
5 Ortalama 2,96 Ortalama 5,06 Ortalama 7,13
= 8 SS 0,05 SS 0,06 SS 0,09
Ch %BSS 1,72 %BSS 1,17 %BSS 1,32
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Cizelge 3.12. Borik asitin PBS ortaminda miktar tayini ydnteminin kesinligine iliskin sonuclar

;;)SR(;I;? AS\I{/T I Abs. 3 pg/ml Abs. 5 pg/ml Abs. 7 pg/ml
0,21 2,91 0,33 511 0,45 7,17
0,21 2,93 0,33 511 0,45 7,17
if 0,21 2,93 0,33 515 0,44 7,15
E — 0,22 2,98 0,34 5,16 0,45 7,18
g g 0,21 2,89 0,33 5,09 0,44 7,04
5 © 0,21 2,94 0,33 5,11 0,44 7,04
é Ortalama 2,93 Ortalama 5,12 Ortalama 7,12
SS 0,03 SS 0,03 SS 0,07
%BSS 1,07 %BSS 0,53 %BSS 0,94
0,21 2,91 0,33 5,13 0,44 7,06
= 0,21 2,91 0,33 5,13 0,44 7,06
2 o 0,21 2,93 0,34 516 0,45 717
< 3 0,21 2,94 0,34 5,16 0,45 717
< 0,22 2,98 0,34 5,18 0,45 7,17
0,21 2,96 0,34 5,18 0,44 7,15
0,21 2,96 0,33 5,15 0,44 6,98
0,21 2,96 0,33 5,15 0,44 7,00
‘g 0,21 2,94 0,34 5,16 0,45 7,17
:é 0,21 2,94 0,34 5,16 0,44 7,15
0,21 2,91 0,34 5,16 0,44 7,02
0,22 3,00 0,34 518 0,44 7,07
5 Ortalama 2,94 Ortalama 5,15 Ortalama 7,10
= g Ss 0,03 Ss 0,03 Ss 0,07
< - %BSS 1,03 %BSS 0,55 %BSS 0,97

3.3.3. Teshis Simir1 (DL) ve Tayin Sir1 (QL)

Incelenen etkin maddelerim tiim ortamlarda elde edilen kalibrasyon verileri ile

hesaplanan DL ve QL verileri Cizelge 3.13te yer almaktadir.
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Cizelge 3.13. Etkin maddelerin miktar tayini yonteminin DL ve QL degerlerine ait bulgular

.. . DL QL Alt sinir
Yontem Etkin madde Ortam
(ng/ml)  (pg/ml)  (pg/ml)
HPLC Hiperisin Metanol 0,261 0,792 1
HPLC Psodohiperisin -~ Metanol 0,290 0,878 1
HPLC Hiperisin PBS 0,128 0,388 2
uv L
Spektrofotometre Hiperisin Metanol 0,206 0,625 1
uv - %1,5 (h/h)
Spektrofotometre Borik asit asetik asit 0,427 1,294 2
uv -
Spektrofotometre Borik asit PBS 0,345 1,045 2

3.3.4. Dogrusalik

Etkin maddelerin hazirlanan konsantrasyonlara karsilik gelen alan/absorbans degerleri
Instat GraphPad (Version 3.05) programi kullanilarak %95 giiven araligini da gosteren
kalibrasyon dogrusu ¢izilmis (Sekil 3.14.-3.19) ve Cizelge 3.14.’te bu kalibrasyon

parametreleri gosterilmistir.

—— Linear Regression
----- 95% Confidence Interval
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1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon

Sekil 3.14. Hiperisin standardinin HPLC yontemiyle metanol ortamindaki %95 olasilikla giiven
araliklarinin yer aldigi kalibrasyon grafigi
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——— Lmnex Regression
===== 95% Confidence Intesval

Alan

1 2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon

Sekil 3.15. Psodohiperisin standardinin HPLC yontemiyle metanol ortamindaki %95 olasilikla giiven
araliklarinin yer aldigi kalibrasyon grafigi

—— Linear Regessmon
---- 95% Confidence Interval
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Sekil 3.16. Hiperisin standardinin HPLC yontemiyle PBS ortamimdaki %95 olasilikla giiven
araliklarinin yer aldigi kalibrasyon grafigi
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——— Linear Regresson
""" 5% Conhidence Inberval

1 2 3 4 5 & T B 9
Konsantrasyon

Sekil 3.17. Hiperisin standardinin metanol ortamindaki UV spektrofotometre yontemiyle %95 olasilikla
giiven araliklarinin yer aldig1 kalibrasyon grafigi

——— Linear Regression
----- 95% Confidence Intesval
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Sekil 3.18. Borik asitin %1,5 (h/h) asetik asit ortamindaki %95 olasilikla giiven araliklarinimn yer aldig:
kalibrasyon grafigi
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—— Linea Regression
""" 35% Conhdence Interval
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Alan

2 3 4 5 6 7 8
Konsantrasyon

Sekil 3.19. Borik asitin PBS ortamindaki %95 olasilikla giiven araliklarinin yer aldigi kalibrasyon
grafigi

Cizelge 3.14. Etkin maddelerin gesitli ortamlarda %95 olasilikla giiven araliklarinm yer aldigi
kalibrasyon parametreleri

Yoéntem Etkin madde Ortam m n r2 Sy.x
HPLC Hiperisin Metanol 109,5874 30,5235 0,9992 7,935
HPLC Psodohiperisin Metanol 64,7314 11,7079 0,9990 5,509
HPLC Hiperisin PBS 109,8702 -115,4893 0,9991 7,677

uv .

Spektrofotometre Hiperisin Metanol 0,1034 0,0274 0,9990 0,009
uv L %1,5 (h/h)

Spektrofotometre Borik asit asetik asit 0,0519 0,0780 0,9991 0,004
v Borik asit PBS 00550 00512 09981 0,006

Spektrofotometre

m: egim; n: kesisim; r?: Determinasyon Katsayis1; Sy.x: Regresyon dogrusundan olan sapmalara ait standart
hata

3.3.5. Secicilik

Secicilik testi i¢in formiilasyonda kullanilan maddelerin tek basina ve etkin maddeler
ile hazirlanan karigimlart gelistirilen analiz yontemi ile analiz edilmis, girisim olmadigi tespit
edilmistir. Girisim olmadig1 tespit edildiginden burada kromotogram ve UV-Vis spektrum

verilmemistir.
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3.4. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinin Farmakope Standartlarina

Uygunlugunun Degerlendirilmesine Ait Bulgular

3.4.1. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinden UV-Vis Spektrofotometre ile
Total Hiperisin Tayini

Soxhlet ekstraksiyonuyla hazirlanip liyofilize edilen kuru ekstrelerden 16 ayri
ekstraksiyonun ayr1 ayri analizleri yapilmis, %total hiperisin miktar1 minimum %0,19
maksimum %0,27 araliginda ve ortalamasi %0,26 + 0,04 (n=16) bulunmustur. Liyofilize
ekstrelerin birlestirilmesiyle elde edilen kuru ekstredeki total hiperisin miktar1 %0,21 + 0,00

(n=3) olarak tespit edilmistir.
3.4.2. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinden HPLC ile Hiperisin Tayini

Farmakope yontemiyle analiz edilen alkollii ekstre ve standart ilave edilmis ekstre

kromatogramlari Sekil 3.20.’de gosterilmistir.

L B e
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Sekil 3.20. Farmakope yontemiyle analiz edilen alkollii ekstre (A) ve psodohiperisin standard: ilave
edilmis ekstre (B) ve hiperisin standardi ilave edilmis ekstre (C) kromatogramlari

H.perforatum ekstresinin HPLC metodu ile de %0,09 + 0,00 ’inin psédohiperisin ve
%0,06 £ 0,00’ hiperisin bilesenlerinden olustugu saptanmistir. Ayrica soxhlet
ekstraksiyonuyla hazirlanip liyofilize edilen 16 ayr ekstraksiyonda analizler yapilmis, %

hiperisin miktart minimum %0,07 maksimum %0,09 aralifinda ve ortalamasi %0,08 + 0,01
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bulunmustur. %Psoddohiperisin miktart minimum %0,11 maksimum %0,14 araliginda ve

ortalamasi %0,13 £+ 0,01 bulunmustur.

3.5. H.perforatum’un Alkollii Ekstresinin Farkh Coziinme Ortamlarinda

Coziiniirliik Calismasina Ait Bulgular

Cesitli ortamlardaki hiperisin ¢oziiniirliigiine ait bulgular Sekil 3.21.’de verilmistir.
50 ug hiperisine esdeger liyofilize ekstrede denge ¢6ziinme sonuglari etanol iceren PBS ortami

icin farkli saatlerde dengeye ulasmustir ve 23,34 ug/ml +1,39 (24.sa) olarak belirlenmistir.

A 35 B 35
30 30 23,34
& pg/mL| | 1847
%” 25 25 i[ pg/mL
220 20
] —E' od A =
S5 2o - g A 15 24,49 | X %
X

£ 710 xx x 5 g 10 X ';‘(g/ mL 14,59
S o= 0m

0 12 24 36 48 60 72 84 96 0 12 24 36 48 60 72 84 96

Zaman (saat) Zaman (saat)

Sekil 3.21. Cesitli ¢oziicii ortamlardaki hiperisin ¢oziniirligi (n=3): A) 25 ug hiperisine esdeger
liyofilize bitki ekstresi, B) 50 ug hiperisine esdeger liyofilize bitki ekstresi (PBS (pH 7,4) ortam (O);
%0,2 h/h Tween 80 igeren PBS ortami (*); %25 h/h metanol igeren PBS ortami (A); %25 h/h etanol
igeren PBS ortami (©)(n=3)

3.6. Nanopartikiil Formiilasyonlarinin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

3.6.1. Nanopartikiil Formiilasyonlarinda Ortalama Partikiil Biiyiikliigii,
Partikiil Biiyiikliigii Dagilimlari, Zeta Potansiyel, Etkin Madde Yiikleme
Etkinligi ve Etkin Madde Yiikleme Kapasitesi Bulgular:

Onformiilasyon denemelerinde hazirlanan nanopartikiillerin  ortalama  partikiil
biiyiikliigii (PB), biiyiikliikk dagilimi (PDI), zeta potansiyeli (ZP) olglimleri ve etkin madde
yiikleme etkinligi (%EE) analizleri Bolim 2.2.8.2.1. ve 2.2.8.2.2.°de agiklandig1 sekilde
gerceklestirilmis ve elde edilen bulgular Cizelge 3.15. ve Sekil 3.22.’de verilmistir.
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Cizelge 3.15. Partikiil formiilasyonlarinin ortalama PB, PDI, ZP ve %EE sonuglari

Partikiil biiyiikliigii (nm) PDI ZP (mV) EE (%)
+ SS (n=3) + SS (n=3) + SS (n=3) +SS (n=3)
ON1 5077,00 £ 468,00 0,34+ 0,06 -36,80 £ 0,31 78,22 £4,16
ON2 4587,00 + 549,00 0,50 +£ 0,04 -41,20 £ 0,85 85,91 +0,61
ON3 5278,00 + 395,00 0,51+0,03 -42,53 + 1,00 86,38 £ 0,76
ON4 3724,00 £ 9,24 0,67 +0,22 -38,67 + 1,53 96,43 + 1,00
ON5 3617,00 418,00 0,44 +0,10 -41,33 + 1,88 102,0 + 3,06
ON6 3540,00 + 282,00 0,43 +£0,04 -38,20 + 3,99 91,78 £2,08
ON7 2947,00 + 417,00 0,28 £0,21 -41,73 £ 0,80 93,42 +£2,17
ONS 2929,00 £+ 946,00 0,80 + 0,24 -27,93 £ 0,55 86,18+ 0,14
ON9 1532,00 £ 167,00 0,57+ 0,16 -21,70 £ 2,08 76,05 £ 0,25
ON10 580,90 + 3,81 0,76 £ 0,01 -22,23 +£0,29 80,38 + 0,06
ON11 951,00 + 97,80 0,55+ 0,08 -25,23 £ 0,46 83,81 £0,01
ON12 1781,00 = 192,00 0,86 = 0,06 -28,90 £ 0,75 89,50 £ 0,02
ON13 1891,00 + 325,66 0,85 +0,05 -27,83 +£1,52 85,29+ 0,34
ON14 1065,20 + 148,88 0,92 +£0,07 -17,50 + 1,45 85,50+ 0,21
ON15 1361,67 + 207,52 0,88 + 0,03 -17,03 + 1,14 83,06 £ 0,31
ON13* 624,53 + 46,78 0,60 + 0,12 -34,57 £ 0,45 85,29+ 0,34
ON14* 212,90 + 4,65 0,32+ 0,01 -30,43 = 0,80 85,50 + 0,21
ON15* 202,00 + 1,44 0,20+ 0,01 -23,33 £ 0,32 83,06 £ 0,31
ON16 947,70 + 124,40 0,64+ 0,41 -24,93 + 0,15 100,05 + 0,21
ON17 607,20 + 40,95 0,67+0,11 -21,43 +£0,32 99,37+ 0,21
ON18 580,80 + 90,36 0,57 +0,04 -31,60 + 0,58 84,73 £ 1,04
ON19 451,70 £ 0,42 0,20+ 0,01 -29,6 £ 0,51 82,69 + 0,46
ON20 826,40 29,81 0,74 + 0,03 -29,00 + 0,75 94,15+ 0,01
ON21 1045,00 + 67,24 0,75 + 0,02 -35,80 + 0,40 9227 +0,12
ON22 1274,00 + 143,40 0,84 + 0,03 -28,10 £ 0,40 78,59 £ 0,32
ON23 1085,00 £ 272,70 0,74 +£ 0,05 -31,90 £ 2,15 86,15+ 0,98
ON24 176,70 = 1,59 0,11 +0,03 -13,87 + 0,38 94,97+ 0,31
ON25 197,24 £2,34 0,06 = 0,04 -15,97 + 0,45 95,03 + 0,25
ON26 204,86 + 1,21 0,08 + 0,02 -15,10 £ 0,69 92,36 £ 0,74
ON27 215,08 + 2,69 0,07 + 0,04 17,03 + 0,84 96,25 + 0,09

*Taze partikiil siispansiyonu; SS: Standart sapma
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Sekil 3.22. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina ait partikiil biiytikligii dagilimlari
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Sekil 3.22. Devam. Hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarina ait partikiil biyiikliigii dagilimlar:

ON17
ON21

ON25
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3.6.1.1. Etkin Maddenin Nanopartikiillerden In Vitro Salimina Ait Bulgular

Onformiilasyon denemelerinde hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda in vitro
etkin madde salimina ait analizler Boliim 2.2.8.2.6.’da agiklandigi sekilde gerceklestirilmis ve
elde edilen bulgular Sekil 3.23.-3.31.”de verilmistir.

100 Karistirma Hizi

% 80 T
N ;
s T e —O— ONS5 -20000 rpm
g 40 —»— ON4 -17500 rpm
Z —0— ON2 -12500 rpm
S % [/ . & ON1 -10000 rpm
---A--- ON3 -15000 rpm
0
0 12 24 36 48 60 &
Zaman (sa)

Sekil 3.23. Farkli karistirma hizi (ON1-ONS) ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda
%kiimiilatif aciga ¢ikan hiperisin miktar1 (n=3)

100 PVA Konsantrasyonu

> 80 -
= = -
s = -
N~ =
£ 60 = g
- AR —
= -7
g
2 40
o\o —a— ON7 -90,9

20 —a— ON6 -%0,6

--A--- ON3 -%0,3
0
0 12 24 36 48 60 12

Zaman (sa)

Sekil 3.24. Farkli PVA konsantrasyonu (ON3, ON6-7) ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda
Y%ktmiilatif agiga ¢ikan hiperisin miktar1 (n=3)
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Zaman (sa)

Sekil 3.25. Orta (ON8) ve yiiksek karigtirma hizi (ON9) sabit tutulurken ek karigtirma olarak prob
sonikasyon uygulamasi ile hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda %kiimiilatif agiga ¢ikan
hiperisin miktar1 (n=3)

100
S 80
=
o
<
£ 60
«
=
z
N —0—ON12-1:2
20 —o— ON11-1:3
- - - ON10 -1:4
0
0 12 24 36 48 60 72

Zaman (sa)

Sekil 3.26. Yag fazi: Su fazi hacmi (ON10-12) degistirilerek hazirlanan nanopartikiil
formiilasyonlarinda %kiimiilatif agiga ¢ikan hiperisin miktar1 (n=3)
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= 80
)
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——(ON18 -4:1
0
0 12 24 36 48 60 72

Zaman (sa)

Sekil 3.27. Kriyoprotektan varhiginda farkli DCM:Etanol oran1 (ON17-19) kullanilarak hazirlanan
nanopartikiil formiilasyonlarinda %kiimiilatif agiga ¢ikan hiperisin miktar1 (n=3)

100
80
= —O0— —0
2 60
&3
< N ~ ~ A
= 0— —0 " o
E —0—ON17-1:5
Z 20 N
——0N20 -2:5
L N
© 0 ——0N21 -3:5
0 12 24 36 48 60 72

Zaman (sa)

Sekil 3.28. Kriyoprotektan varliginda farkli yag fazi: su fazi hacmi (ON17, 20-21) kullamilarak
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarnda %kiimiilatif agiga ¢ikan hiperisin miktar1 (n=3)
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Sekil 3.29. Kriyoprotektan varliginda farkli polimer:liyofilize ekstre oran1 (ON17,22-23) kullanilarak
hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda %kiimiilatif agiga ¢ikan hiperisin miktar1 (n=3)

100
80 °
= R A
=
St)‘ 0
< 60
-
=
£ wn
Y
© .
° —o—ON24 -1:2
20 ——0ON25 -1:1
—o0—0N27 -3:2
0
0 12 24 36 48 60 72

Zaman (sa)

Sekil 3.30. Organik faz bileseni DCM yerine aseton kullanilarak farkli polimer: liyofilize ekstre orani

(ON24-25, 27) kullamilarak hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda %kiimiilatif agiga gikan
hiperisin miktari (n=3)
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Sekil 3.31. Organik faz bileseni DCM yerine aseton kullanilarak farkli yag fazi:su fazi hacmi orani

(ON25-26) kullanilarak hazirlanan nanopartikiil formiilasyonlarinda % kiimiilatif aciga ¢ikan hiperisin
miktar1 (n=3)

3.6.1.2. Optimum Nanopartikiil Formiilasyonunun DoE ile Belirlenmesine Ait
Bulgular

Boliim 2.2.8.3.’te agiklandig1 sekilde Design-Expert yazilimi (siirtim 13.0.5.0, Stat-Ease
Inc., Minneapolis, MN, ABD) kullanilarak ii¢ seviye ve ii¢ tekrarla toplam yirmi yedi
nanopartikiil caligmasina ait DOE verileri Cizelge 3.16.'da gosterilmektedir. Degiskenler
arasindaki iligkileri daha detayli incelemek amaciyla yapilan ¢oklu regresyon analizi sonuglari
Cizelge 3.17.’de 6zetlenmistir. Buna ek olarak, bagimsiz faktorler arasindaki etkilesimleri ve
bunlarin yanitlar iizerindeki etkilerini tespit etmek amaciyla CCD tasarim kullanilarak

olugturulan 3B RSM grafikleri Sekil 3.32.’de gosterilmistir.
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Cizelge 3.16. CCD metoduyla elde edilen liyofilize H.perforatum ekstresi yiiklii nanopartikiillere ait DoE verileri

X1 X2 Y1 Y2 Y3 Ya Ys Ys

No (PCL (PVA (%EE) (PB) (PDI) (ZP) (%LC) (%ACEM

Miktar1))  Konsantrasyonu) 48.53)
1 187,5 0,9 94,16 218,49 0,11 -17,87 10,06 49,22
2 187,5 0,9 94,41 213,11 0,03 -16,19 10,10 49,60
3 187,5 1,2 94,01 279,80 0,24 -6,52 8,85 39,74
4 62,5 0,9 92,43 176,70 0,11 -13,87 11,75 85,77
5 3125 0,6 99,92 243,20 0,20 -23,7 9,04 30,20
6 187,5 1,2 93,74 281,04 0,26 -6,64 8,82 40,33
7 187,5 1,2 93,82 278,56 0,22 -6,4 8,83 40,94
8 187,5 0,6 98,28 230,96 0,18 -10,95 9,22 46,18
9 187,5 0,6 98,28 223,44 0,14 -10,25 9,22 46,63
10 187,5 0,9 94,23 215,80 0,07 -17,03 10,07 48,87
11 312,5 1,2 99,82 260,82 0,18 -19,91 8,85 28,33
12 312,5 1,2 99,31 252,98 0,16 -18,89 8,79 29,36
13 3125 0,6 99,89 245,79 0,22 -24,15 9,04 34,03
14 3125 0,6 99,80 240,61 0,18 -23,25 9,03 34,03
15 3125 0,9 99,89 226,30 0,10 -19 9,02 24,22
16 62,5 1,2 89,15 260,85 0,35 -6,51 10,98 81,89
17 62,5 1,2 89,66 253,95 0,33 -5,33 11,07 85,72
18 62,5 0,9 91,70 178,29 0,14 -14,25 11,62 86,37
19 62,5 0,9 91,46 175,11 0,08 -13,49 11,58 86,99
20 62,5 1,2 89,83 257,40 0,34 -5,92 11,10 78,21
21 62,5 0,6 90,83 191,33 0,13 -8,75 11,05 82,33
22 62,5 0,6 90,93 184,47 0,07 -8,39 11,07 85,30
23 187,5 0,6 98,42 227,20 0,16 -10,6 9,24 45,74
24 3125 0,9 99,95 232,43 0,12 -19,25 9,02 23,92
25 3125 0,9 99,64 220,17 0,08 -18,75 8,98 23,92
26 3125 1,2 99,79 256,90 0,17 -19,4 8,85 26,26
27 62,5 0,6 90,88 187,90 0,10 -8,57 11,06 79,47
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Cizelge 3.17. CCD metoduyla elde edilen liyofilize H.perforatum ekstresi yiiklii nanopartikiillere ¢oklu regresyon analizi sonuglari

. Adjusted Predicted Adequate  Significant -
YANIT Model Esitligi p-Value R? R2 Precision  Terms Esitlik
&)EE) Linear p<0,0001 09266 09156 30,6628 é; Eﬁig'gggég Y1 =91,59361 + 0,036063 * X1 — 3,34794 * X,
X1 (p<0,0001) _
Y2 : Y. = 346,04167 + 0,862800 * X; — 570,80556 * X, —
(PB) Quadratic p<0,0001 0,9615 09492 31,0912 éi >(<2<(8<0(?g%))01) 0,372000 * X; X, — 0,0010368* Xy2 + 397,77778 * X2
X1 (p=0,0340) _
Ys : Y3 =0,660694 + 0,001193 * X; — 1,66806 * X, —
(PDI) Quadratic p<0.0001 09124 08864 213382 §i>(<2<(gft?gé%)l) 0,001800 * X1X + 8,53333E-07 * X;2 + 1,20370 * X2
2 . X1 (p<0,0001) Y. = 19,93014 + 0,033753 * X; — 79,56806 * X, +
Ys : Ys =8,03853 — 0,025397 * X + 11,37411 * X, —
voLc) — Quadratic p<0,0001 0,9564  0,9445 285055 X (p<0,0001) 0.001917 * Xo3Xs 4 0.000046 * X2 - 6.37104 * X2
Ye %, (p<0,0001) Ye = 100,661 — 0,450931 * X; + 24,93297 * X, —
(%ACEM  Quadratic p<0,0001 09790  0,9718 36,5653 AP, 0,0289831 * X1 X + 0,000682111 * X2 — 14,2427 *
4853 X, (p=0,0344) 2
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625 1,2

Sekil 3.32. X; (PCL Miktar1) ve Xz (PVA Konsantrasyonu) degiskenlerinin CCD tasarimla elde edilen RSM grafikleri; (A) Y1 (%Enkapsiilasyon etkinligi), (B) Y2
(Partikiil bityiikliigii), (C) Y3 (PDI), (D) Y4 (Zeta potansiyel), (E) Ys (%Etkin madde yiikleme kapasitesi), (F) Yo (%ACEM 48.sa)
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C) D)

PDI
ZP (mV)

-20

-25

62,5

162,5 09

2125
2125 08 ;
X2: PVA concentration (w,

> 08 .
X1: Amount of PCL (mg) 262,5 , X2: PVA concentration (v X1: Amount of PCL (mg)
312506 3125 06

Sekil 3.32. Devam. X; (PCL Miktar1) ve X, (PVA Konsantrasyonu) degiskenlerinin CCD tasarimla elde edilen RSM grafikleri; (A) Y1 (%Enkapsiilasyon etkinligi), (B)
Y2 (Partikiil biyiikligi), (C) Ys (PDI), (D) Y4 (Zeta potansiyel), (E) Ys (%Etkin madde yiikleme kapasitesi), (F) Ys (%ACEM 48.sa)
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Sekil 3.32. Devam. X; (PCL Miktar1) ve X, (PVA Konsantrasyonu) degiskenlerinin CCD tasarimla elde edilen RSM grafikleri; (A) Y1 (%Enkapsiilasyon etkinligi), (B)
Y2 (Partikiil biyiikligi), (C) Ys (PDI), (D) Y4 (Zeta potansiyel), (E) Ys (%Etkin madde yiikleme kapasitesi), (F) Ys (Y%0ACEM 48.sa)
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Cizelge 2.9.da verilen nanopartikiil

optimizasyonu

icin hedeflen yanitlar

dogrultusunda, her faktoriin ve yanitin hedef limitleri uygulandiktan sonra Cizelge 2.10.’da

verilen optimize edilmis parametreler ile hazirlanan optimum nanopartikiil formiilasyonunun

tahmin edilen ve gézlemlenen yanit degerleri Cizelge 3.18. ve Sekil 3.33.’te gosterilmistir.

62,5 mg PCL ve %1,00 a/h PVA konsantrasyonu ile en uygun deneysel parametreleri 6nermis

ve bunu optimal formiilasyon olarak tanimlanmustir.

Cizelge 3.18. Optimize edilmis parametreler ile tahmin edilen ve gézlemlenen yanit degerleri

X1 X2 Y1 Y2 Y3 Y4 Ys Ys
(PCL (PVA  (%EE) (PB)  (PDI)  (ZP)  (%LC) (%ACEM
Miktar1) Konsantras 48.52)
yonu)
Tahmin
edilen 62,5 1,0 90,49 200,00 0,163 -11,28 11,55 84,01
degerler
Gozlenen ¢, 5 1,0 90,70 200,40 0,160 -1060 1186 84,14
degerler
A)
Desirability
Ao rpu— 1
s s .
| 1
~| 1 ;
K— 0,933448
uuuuuuuuuu wrwmm: 0,952752
[2 mhllned— 0,943051
‘ Solution l‘\ outof 12 ‘
C)

X2: PVA concentration (w/v %)

X1: Amount of PCL (mg)

Desirability

Sekil 3.33. Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun istenirlik egrisi. (A)
Bar istenirlik grafigi, (B) 3B-istenirlik grafigi ve (C) Kontur-istenirlik grafigi.
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Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna ait %kiimiilatif

ac1ga cikan hiperisin miktar1 grafigi Sekil 3.34.’te verilmistir.

100 % +

Y Py
= 80 ?
=
O
<
£ 60
]
=
£
2 40
S —8— | iyofilize ekstre

20 —e— Optimum nanopartikiil
0
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Zaman (sa)

Sekil 3.34. Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil formiilasyonundan ve liyofilize
H.perforatum ekstresinden %kiimiilatif agiga ¢ikan hiperisin miktar1 (n=3)

Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna ait in vitro

¢ozlinme hiz1 kinetik bulgular Cizelge 3.19.’da verilmistir.
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Cizelge 3.19. Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna ait in vitro salim

kinetik verileri

Kinetik Modelleri

Parametreler

Optimize edilmis

Liyofilize ekstre

nanopartikiil
ko 2,2880 2,8143
R? -1,2019 -2,9525
Sifir Derece R? (adjusted) -1,2019 -2,9525
AIC 43,8582 47,2925
MSC -1,1893 -1,7743
k1 0,0685 0,1882
R? 0,6831 0,9802
Birinci Derece R? (adjusted) 0,6831 0,9802
AlIC 34,1660 20,7994
MSC 0,7491 3,56243
kH 14,5319 18,2447
R? 0,6180 0,1066
Higuchi R? (adjusted) -1,2019 -2,9525
AIC 35,0996 39,8572
MSC 0,5624 -0,2873
kKP 22,8365 37,0119
R? 0,8630 0,8265
R? (adjusted) 0,8174 0,7686
Korsme . AIC 31,9715 33,6641
MSC 1,1880 0,9513
n 0,3674 0,2855
kHC 0,0177 0,0303
R? 0,4329 0,5309
Hixson-Crowell R? (adjusted) -1,2019 -2,9525
AIC 37,0753 36,6361
MSC 0,1673 0,3569
R? 0,9698 0,9830
R? (adjusted) 0,9396 0,9660
. AIC 26,4110 24,0431
Weibull MSC 2,3001 2,8755
a 3,5290 2,4417
B 0,5099 0,6524

Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil formiilasyonuna ait 11k stabilitesi

bulgulart Sekil 3.35.”te verilmistir.
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Sekil 3.35. Liyofilize H.perforatum ekstresi ve optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiiliin
151k maruziyeti 6ncesi ve 7 giin boyunca giines 15181 ile maruziyetinden sonra HPLC ile elde edilen
hiperisine ait kromatogramlar (A) ve hiperisin yiizdesi grafigi (B)

Liyofilize H.perforatum ekstresi, PCL, liyofilize ekstre ile polimerin fiziksel karigimi

ve liyofilize optimum H.perforatum ekstresi yiiklii nanopartikiile ait DSC termogramlar1 Sekil
3.36.”da verilmistir.
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Sekil 3.36. Nanopartikiil formiilasyonuna ait DSC termogramlari; A) liyofilize H.perforatum ekstresi,
B) PCL polimeri, C) Fiziksel karisim ve D) Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil

Optimize edilmis liyofilize H.perforatum yiiklii nanopartikiil, bos PCL nanopartikiil ve

liyofilize H.perforatum ekstresine ait FTIR spektrumlar1 Sekil 3.37.’de verilmistir.
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Sekil 3.37. Nanopartikiil formiilasyonuna ait FTIR spektrumlari; A) Optimize edilmis H.perforatum

yiiklii nanopartikiil, B) Bos PCL nanopartikiil, C) liyofilize H.perforatum ekstresi ve D) H.perforatum
ekstresine ait literatiirdeki FTIR spektrumu (Mouro vd., 2021)
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3.7. Film Formiilasyonlarinin Karakterizasyonuna Ait Bulgular

3.7.1. Coziicii Dokme Yontemi ile Hazirlanan Borik Asit Yiiklii Film

Formiilasyonlarinin Gelistirilmesine Ait Bulgular

3.7.1.1. Coziicii Dokme Yontemi ile Hazirlanan Borik Asit Yiikli Filmlerde

Kalinlik ve Viskozite Tayinine Ait Bulgular

Onformiilasyon calismalarina ait bulgular Cizelge 3.20.’de verilmistir.

Cizelge 3.20. Onformiilasyon ¢alismalarina ait bulgular (n=3)

F Kalinhik (unm) £ SS Viskozite (Pa.s) £ SS Film Olusumu
OF1 81,67 +9,83 ek ++
OF2 i il -
OF3 170,00 + 17,32 EF ++
OF4 ok g -
OF5 76,67 + 8,16 *E® ++
OF6 **x *kk -
OF7 147,00 + 26,36 e ++
OF8 *x Fhk -
OF9 161,67 + 6,83 9,98 + 0,03 ++
OF10 151,67 £ 15,4 9,93 + 0,40 ++
OF11 326,67 36,0 10,53 + 0,06 ++
OF12 * 28,10+ 0,10 ++
OF13 478,33 +10,3 13,20+ 0,10 ++
OF14 dek 37,10+ 0,10 ++
OF15 142,50 + 5,24 1,20 + 0,00 ++
OF16 128,33 £ 15,71 1,10 0,00 ++
OF17 170,00 + 25,30 1,00 + 0,00 ++
OF18 145,00 + 18,71 1,37 + 0,06 ++
OF19 Saalaled 3,63 + 0,07 ++
OF20 bl 11,27+0,15 ++
OF21 ek 26,67 0,21 ++

** Film olugmadig1 i¢in kalinlik 6l¢limii yapilamamstir;
*** OF1-OF8 formiilasyonlar igin viskozite 8lgiimii yapilmamistir;

#xx% OF19-OF21 formiilasyonlari igin ¢dziicli dskme ydntemi kullanilmadigi igin kalinlik
6l¢limii yapilmamustir.
++Film olusumu elde edildi; --Film olugmadi
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3.7.2. 3B Baski ile Hazirlanan Borik Asit Yiiklii Film Formiilasyonlarinin
Baski Parametrelerine Belirlenmesi I¢in Yapilan On Calismalara Ait

Bulgulan

3B baski ile film hazirlanmasi sirasinda baski parametrelerinin belirlenmesi i¢in yapilan

On caligmalara ait bulgular ve gorseller Cizelge 3.21. ve Sekil 3.38.’de verilmistir.

Cizelge 3.21. Degisen polimer oranli kitozan jeller ile farkli cihaz parametreleri denenerek yapilan bask1
On ¢aligmalarina ait bulgular

%0 Katman Nozill Baska Basilabilen Kalinhk
F KOD*  Doluluk yiiksekligi baski hizi bas1n_c1 katman sayist (um)
orani (mm) (mm/s) (psi)
R1 20 0,1 7 1,8 5 30
R2 30 0,1 7 1,8 2 20
R3 40 0,1 7 1,8 2 25
OF20 R4 30 0,15 7 1,8 10 30
R5 30 0,1 5 1,8 8 40
R6 30 0,15 9 18 3 20
R7 30 0,1 8 3 7 100
R8 30 0,1 7 10 10 70
R9 30 0,1 9 10 11 95
R10 30 0,2 9 10 10 95
OF21 R11 30 0,15 9 10 5 70
R12 20 0,15 9 10 4 40
R13 40 0,15 9 10 7 120
R14 30 0,2 9 10 6 115
AR1 30 0,1 7 2,5 4 35
.. AR2 30 0,15 7 2,5 3 25
OF20
AR3 70 0,1 8 1,8 5 35
AR4 80 0,1 8 1,8 4 30
G1 80 0,1 8 2,5 5 40
G2 70 0,1 8 2,5 5 60
OF20 G3 60 0,15 8 2,0 10 50
G4 50 0,15 8 2,0 5 35
G5 40 0,15 8 2,0 8 40
G6 40 0,15 8 3,0 8 60
OF21 G7 40 0,15 9 9,6 10 95
G8 30 0,15 9 9,6 5 70

*R: Rectilinear; AR: Aligned Rectilinear; G: Grid desen
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R6 R7 T R9 R10

Sekil 3.38. Farkli dolgu desenlerinde 3B baskisi alinan film &rneklerinin gorselleri

3.7.3. 3B Baski ile Borik Asit Yiiklii Film Formiilasyonlarinin Hazirlanmasina

Ait Bulgular

3.7.3.1. 3B Baski ile Borik Asit Yiiklii Filmlerde Kalinhk, Viskozite ve Etkin
Madde Yiikleme Etkinligi Tayinine Ait Bulgular

3B baski ile hazirlanmis borik asit yiiklii filmlerde kalinlik, etkin madde yiikleme

etkinligi ve baski dncesi jellerde viskozite tayini sonuglart Cizelge 3.22.’de verilmistir.
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Cizelge 3.22. 3B baski ile borik asit yiiklii filmlerde baski 6ncesi jellerde viskozite, filmler igin kalinlik
ve etkin madde yiikleme etkinligi sonuglar1 (n=3)

= Viskozite (Pa.s) Kalmhk (um) Yiikleme etkinligi (%)
+SS =SS =SS

F1 35,70 £ 0,17 81,67 +38,76 **

F2 35,33+0,15 82,50+ 6,12 faled

F3 26,67+0,21 85,83 +£3,76 90,83 +£2,74
F4 29,57 £ 0,45 103,3£5,16 84,05+ 5,54
F5 31,53+£0,15 117,5+4,18 84,10+ 15,0
F6 36,53 £ 0,25 111,7 £ 6,83 83,88 £5,25
F7 27,83 +0,15 134,2 +£28,5 87,47 £2,63
F8 27,90+ 0,26 126,7 + 14,7 94,87 + 2,45
F9 28,57+0,31 142,5+ 11,7 97,45+ 1,95
F10 39,83+ 0,42 * *x

F11 23,03 +£0,38 60,00 =+ 8,94 **

F12 26,67+ 0,21 55,83+ 8,01 91,88+ 0,15
F13 27,90 + 0,26 70,83 £ 2,04 79,37 +£ 10,73
F14 28,57 +0,31 70,83 £3,76 79,94 £ 18,27
F15 26,67 = 0,21 130,0£ 17,6 92,02+ 1,21
F16 26,67+0,21 255,0 +8,37 94,24 + 1,18
F17 26,67 +0,21 * *x

F18 26,67 +0,21 206,67 £ 19,66 87,99 £4.735
F19 26,67 £0,21 310,00 £ 12,25 91,75+ 8,61
F20 26,67 £0,21 293,33 £8,16 86,19 £ 1,06

*F10 ve F17 formiilasyonlar1 basilamadigi i¢in kalinlik dl¢iimii yapilamamaistir.
**F1-F2-F10-F11-F17 formiilasyonlarinda iglem etkinligi tayini yapilmamustir.
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Boliim 3.7.2.’de verilen Onformiilasyon bulgularina dayali olarak segilen farkli

desenlerde hazirlanmis bazi film formiilasyonlariin gorselleri Sekil 3.39.’da verilmistir.

F4 F9 F12 F14

3 G % 7
[Ty

F15 F18 F19

Sekil 3.39. Film formiilasyonlarmin gorselleri (F4-F14 (Rectilinear-konik tip) , F15 (Rectilinear-Blunt
tip), F18 (Triangles), F19 (Grid), F20 (Honeycomb))

3.7.3.2. 3B Baski ile Borik Asit Yiiklii Filmlerde Gerilme Direnci ve Adezyon
Testlerine Ait Bulgular

3B baski ile hazirlanmig borik asit yiikli filmlerde gerilme direnci ve adezyon testlerine

ait bulgular Cizelge 3.23.’te verilmistir.
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Cizelge 3.23. 3B Baski ile borik asit yiiklii filmlerde filmlerde gerilme direnci ve adezyon sonuglari

(n=3)
= Gerilme Direnci Adezyon kuvveti
(MPa) £+ SS (N) £ SS

F1 29,85 +2,58 2,382+0,19
F2 32,51+2,93 2,720+ 0,13
F3 31,99 £9,09 2,796 + 0,04
F4 14,75 £11,7 2,092 + 0,46
F5 7,862 = 1,58 1,559 +0,92
F6 0,830+ 0,20 0,478 £ 0,06
F7 18,29 + 4,61 2,711 +£0,12
F8 17,32 £ 5,09 2,559+ 0,32
F9 8,140 £ 1,78 2,591+0,17
F10 * *

F11 7,725 +£2,26 0,486 + 0,01
F12 15,300 + 5,22 1,181 +£0,10
F13 21,416 +3,92 2,034 £ 0,20
F14 14,360 + 3,35 1,914 £0,76
F15 6,240+ 1,26 0,373 +0,10
F16 8,860 £ 2,39 0,701 + 0,30
F17 * *

F18 3,997 £1,52 0,305 + 0,06
F19 5,017 £1,18 0,771 £ 0,21
F20 7,542 + 3,86 0,560+ 0,11

*F10 ve F17 formiilasyonlart basilamadigi i¢in 6lgliim yapilamamistir.

3.7.3.3. 3B Baski ile Borik Asit Yiiklii Filmlerde Sisme Derecelerine Ait

Bulgular

3B baski ile hazirlanmis borik asit yiiklii filmlerde sisme derecelerine ait bulgular Sekil

3.40.-3.43.’te verilmistir. Sekil 3.40.’ta F3 formiilasyonunun sisme derecesi digerlerinden ¢ok

yiiksek oldugu i¢in sekil i¢i grafikle ayrica gosterilmistir.
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Sekil 3.40. Farkli plastizer orani (F3-F6) ve etkin madde miktar1 (F6-F9) kullanilarak konik tip baski
ucu ile 3B basilan film formiilasyonlarina ait sigme derecesi sonuglar1 (n=3)
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Sekil 3.41. Etkin madde oranlarn degistirilerek 25 Gauge blunt tip baski ucu ile 3B basilan film
formiilasyonlarina ait sisme derecesi sonuglar1 (N=3)
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Sekil 3.42. Ek kurutma ve katman sayisi degistirilerek 3B hazirlanan film formiilasyonlarina ait sisme
derecesi sonuglari(n=3)
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Sekil 3.43. Ayni igerikte farkli desenlerde (F18 triangles; F19 Grid; F20 honeycomb) 3B basilan film
formiilasyonlarina ait sisme derecesi sonuglar1 (N=3)
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3.7.3.4. 3B Baski ile Borik Asit Yiiklii Filmlerde In Vitro Etkin Madde
Salimina Ait Bulgular

3B baski ile hazirlanan borik asit yiiklii filmlerde in vitro etkin madde salimi yapilan
formiillere ait bulgular Sekil 3.44. ve 3.45.’te verilmistir.
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Sekil 3.44. Ek kurutma olmadan (F12), ek kurutma ve katman sayist (F15-16) degistirilerek hazirlanan
film formiilasyonlarinda (Cizelge 2.18.) borik asitin in vitro salim profili (n=3)
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Sekil 3.45. Ayni igerikte farkli desenlerde (F18 triangles; F19 Grid; F20 honeycomb) 3B basilan film
formiilasyonlarinda (Cizelge 2.19.) borik asitin in vitro salim profili (n=3)

143



3.7.4. Optimum Film Formiilasyonunun DoE ile Belirlenmesine Ait Bulgular

Boliim 2.2.9.4.’te agiklandig1 sekilde Design-Expert yazilimi (stirtim 13.0.5.0, Stat-Ease
Inc., Minneapolis, MN, ABD) kullanilarak ii¢ seviye ve {i¢ tekrarla toplam yirmi yedi 3B film
calismasina ait DoE verileri Cizelge 3.24.'te gdsterilmektedir. Degiskenler arasindaki iliskileri
daha detayli incelemek amaciyla yapilan ¢oklu regresyon analizi sonuglar Cizelge 3.25.de
Ozetlenmistir. Buna ek olarak, bagimsiz faktorler arasindaki etkilesimleri ve bunlarin yanitlar
tizerindeki etkilerini tespit etmek amaciyla CCD tasarim kullanilarak olusturulan 3B RSM

grafikleri Sekil 3.46.’da gosterilmistir.
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Cizelge 3.24. CCD metoduyla elde edilen borik asit yiiklii 3B basilmis filmlere ait DoE verileri

X1 X2 Y1 Y2 Ys Ya Ys Ys Y7 Ys
No (Desen) (Borik asit (Kalinlik)  (%Yikleme (Adezyon (Mekanik  (Elastikiyet)  (Young’s  (Sisme Derecesi (%ACEM
miktar1) Etkinligi) kuvveti) direng) modiil) 15.dk) 15.dk)
1 Triangular 10 206,67 93,01 0,37 2,30 3,49 0,71 450,31 73,20
2 Triangular 10 187,01 85,48 0,31 5,22 3,09 0,85 433,33 77,16
3 Triangular 10 226,33 85,48 0,24 4,47 3,79 0,88 461,29 72,38
4 Triangular 20 232,50 83,09 0,33 5,17 3,69 0,83 649,44 79,41
5 Triangular 20 229,76 89,30 0,53 5,97 3,69 0,89 741,84 79,49
6 Triangular 20 235,24 92,12 0,47 5,76 3,69 0,87 798,06 82,14
7 Triangular 30 266,67 101,50 0,52 7,55 6,99 0,96 566,67 66,18
8 Triangular 30 240,85 93,79 0,88 8,12 4,29 1,04 637,71 66,85
9 Triangular 30 292,49 93,79 0,54 7,19 2,09 0,83 587,60 68,92
10 Grid 10 310,00 101,69 0,75 6,24 3,37 0,98 489,21 37,08
11 Grid 10 297,75 86,78 0,57 4,92 2,99 0,85 488,60 46,69
12 Grid 10 322,25 86,78 0,99 3,88 1,79 1,17 512,66 39,16
13 Grid 20 375,00 84,71 0,77 7,58 3,29 1,19 761,70 39,94
14 Grid 20 369,52 85,44 0,86 7,01 3,09 1,14 762,24 41,06
15 Grid 20 380,48 90,04 0,75 7,35 3,39 1,18 779,61 39,83
16 Grid 30 423,33 90,97 0,50 10,92 5,59 1,57 734,02 38,94
17 Grid 30 400,82 88,10 0,71 10,86 6,69 0,99 733,43 40,82
18 Grid 30 445,84 88,10 1,21 9,95 4,49 1,56 803,94 37,70
19  Honeycomb 10 293,33 84,96 0,50 3,76 1,79 0,89 654,27 55,14
20  Honeycomb 10 285,17 86,80 0,49 7,38 2,79 1,13 631,46 51,12
21 Honeycomb 10 301,49 86,80 0,69 11,48 6,79 1,55 652,03 49,06
22 Honeycomb 20 298,33 85,87 1,22 5,95 1,19 1,54 673,36 34,07
23 Honeycomb 20 290,80 89,05 1,24 15,32 6,69 2,94 627,93 35,40
24 Honeycomb 20 305,86 89,08 1,21 6,86 3,49 1,25 650,26 35,75
25  Honeycomb 30 301,67 95,87 1,33 13,51 8,59 1,25 730,20 40,19
26 Honeycomb 30 297,59 98,74 1,31 15,46 7,39 2,30 724,97 38,44
27  Honeycomb 30 305,75 98,74 1,27 15,37 5,99 1,47 724,80 38,27
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Cizelge 3.25. CCD metoduyla elde edilen borik asit yiiklii 3B basilmis filmlerde ¢oklu regresyon analizi sonuglari

Adjusted Predicted Adequate Significant

Yamtlar Model Esitligi  p-Value R? R? Precision Terms Esitlik
4 Quadratic X1 (p<0,0001) 303,337 + 57,0783 * X, + 3,69383 *
(Kahéhk) (7<0,0001) 0,0004 0,8850 0,8457 19,9859 Xz (p<0,0001) X, - 1,2915 * X1X; - 102,915 * X2 -
P<5 Xi2 (p<0,0001)  0,01665 * X2
Y2 Linear _ 84,47 - 0,091750 * X; + 0,28777 *
(%6 fiklem ofiinligi) (0= 0.0639) 0,0479 0,1386 0,0020 3,6267 X2 (p=00203)
Ys Linear X1 (p<0,0001)  0,388693 + 0,282417 * X, +
(Adezyon kuvveti) (p<0,0001) 00210 0,6326 0,5674 133974, (p=0.0010)  0,0186183 * X,
Ya Linear X1 (p<0,0001)  2,51001 + 2,40737 * X1 + 0,273678
(Mekanik direng) (p<0,0001) 0,7408 0,6325 0,5871 14,2218 X2 (p<0,0001) *X;
Ys Linear _ 2,23889 + 4,71616e-16 * X, +
(Elastikiyet) (b= 0,0270) 0,7486 0,1982 0,0120 4,1055 Xz (p=0,0078) 00812222 % X,
Yo Linear _ 0,884344 + 0,360111 * X, +
(Young’s modill (0= 0,0007) 0,7161 0,4109 0,3108 8,4152 X1 (p=0.0004)  'orecoos v,
—_ * *
v, Ouadratic X1 (p=0,0025) 353,557 + 141,35 * Xy + 23,656 * X,

0,0003 0,7959 0,7320 14,2528 X2 (p<0,0001)  -5,00355 * X;X; - 40,8493 * X;2-

(Sisme Derecesi 15.dk) (p<0,0001) X:X; (p=0,0028)  0,327306 * X,

Ye Ouadratic X (p<0,0001) 47,8948 - 13,0771 * X; - 0,428031 *
(%Kiimiilatif ACEM (p<o0001) <0001 0,9053 0,8754 16,2262 Xz (p=0,0077) X, - 0,146976 * X;X, + 17,8174 *
15.dk) <> X12 (p<0,0001)  X;2+ 0,00171847 * X2
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A) B) C)

Adhesiveness (N)

Thickness (um)
Loading capasity (%)

Sekil 3.46. X; (Desen) ve X, (Borik asit miktar1)'nin RSM grafikleri; (A) Y1 (Kalinlik), (B) Y2 (%Yiikleme etkinligi), (C) Y3 (Adezyon kuvveti), (D) Y4 (Mekanik
direng), (E) Ys (Elastikiyet), (F) Ys (Young’s modiil), (G) Y7 (Sisme Derecesi 15.dk), (H) Yg (%oKimiilatif ACEM 15.dk)
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(F) Ys (Young’s modiil), (G) Y7 (Sisme Derecesi 15.dk), (H) Yg (%Kiimiilatif ACEM 15.dk)

(Desen) ve Xz (Borik asit miktari)'nin RSM grafikleri; (A) Y1 (Kalinlik),

X1
direng), (E) Y5 (Elastikiyet)

Sekil 3.46. Devam.
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G) H)

Swelling degree (%)

Cumulative amount of drug released (%)

Sekil 3.46. Devam. X; (Desen) ve X (Borik asit miktar1)'nin RSM grafikleri; (A) Y1 (Kalinlik), (B) Y2 (% Yiikleme etkinligi), (C) Y3 (Adezyon kuvveti), (D) Y (Mekanik
direng), (E) Ys (Elastikiyet), (F) Ys (Young’s modiil), (G) Y7 (Sisme Derecesi 15.dk), (H) Yg (YoKimiilatif ACEM 15.dk)
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Cizelge 2.22.’de verilen film optimizasyonu i¢in hedeflen yanitlar dogrultusunda, her
faktoriin ve yanitin hedef limitleri uygulandiktan sonra Cizelge 2.23.’te verilen optimize edilen
parametrelerle hazirlanan optimum film formiilasyonuna ait istenirlik grafigi Sekil 3.47.’de
gosterilmistir. % Yiikleme etkinliginin verilerinin hepsi yiiksek ve birbirine yakin oldugundan
denklem anlamli sonu¢ vermemistir. Bu nedenle optimizasyona dahil edilmemistir. CCD
tarafindan en uygun deneysel parametrelerin 30 mg borik asit ve honeycomb deseni ile elde

edilecegi onerilmis ve bu optimal formiilasyon olarak tanimlanmistir.

A) B)
Desirability

Adhesrveness

Desirability

Mechanical strenght
Elasticity

Young's madule

Cumulative amount of drug released

Combined

Sekil 3.47. Optimize edilmis borik asit yiikli 3B basilmig film formiilasyonunun istenirlik egrisi. (A)
Bar-istenirlik grafigi, (B) 3B-istenirlik grafigi ve (C) Kontur-istenirlik grafigi.

Optimize edilmis borik asit yiiklii 3B basilmis film formiilasyonuna ait in vitro salim

grafigi Sekil 3.48.’te verilmistir.
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Sekil 3.48. Optimize edilmis Borik asit yiiklii 3B basilmig film formiilasyondan in vitro salim grafigi
(n=3)

Optimize edilmis Borik asit yiiklii 3B basilmig film formiilasyondan in vitro salim
kinetigi bulgulan Cizelge 3.26.’da verilmistir.
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Cizelge 3.26. Optimize edilmis borik asit yiiklii 3B basilmig film formiilasyondan in vitro salim

kinetikleri

Kinetik Modelleri

Parametreler

Optimum film

k0 0,1203
R? -13,6625
Sifir Derece R? (adjusted) -13,6625
AIC 66,0187
MSC -2,9710
k1l 0,0028
R? -9,3119
Birinci Derece R? (adjusted) -9,3119
AIC 63,5547
MSC -2,6190
kH 3,4242
R? -5,3127
Higuchi R? (adjusted) -5,3127
AIC 60,1196
MSC -2,1283
kKP 29,6657
R? 0,8711
R? (adjusted) 0,8453
Korsmeyer-Peppas AlC 34,8806
MSC 1,4773
n 0,1216
kHC 0,0008
R? -10,3995
Hixson-Crowell R? (adjusted) -10,3995
AIC 64,2566
MSC -2,7193
R? 0,8973
R? (adjusted) 0,8459
. AIC 35,2904
Weibull MSC 1,4188
o 2,71822
B 0,1600

Optimize edilmis Borik asit yiikli 3B basilmig film formiilasyonuna ait SEM

goriintiileri Sekil 3.49.”da verilmistir.
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Sekil 3.49. Optimize edilmis Borik asit yiiklii film formiilasyonuna ait SEM goriintiileri

Cizelge 3.24.’te yer alan CCD metoduyla elde edilen borik asit yiiklii 3B basilmig
filmlerden birer 6rnekte mikro-BT ile 3B goriintiileri alinmus (Sekil 3.50.) ve analiz sonuglari

Cizelge 3.27.’de gosterilmistir.

Triangle Grid Honeycomb

Sekil 3.50. Farkli dolgu desenlerinde 3B basilmis formiilasyonlara ait 3B Mikro-BT goriintiileri
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Cizelge 3.27. CCD metoduyla elde edilen borik asit yiiklii 3B basilmis filmlerden birer 6rnekte Mikro-BT tarama sonuglart

Desen Triangular Grid Honeycomb
Borik asit miktar: 10 mg 20 mg 30 mg 10 mg 20 mg 30 mg 10 mg 20 mg 30 mg
Toplam hacim (TV) (mm?) 1394,26 1251,59 1662,73 1387,77  1446,13  1330,70  1509,69 136572  1147,83
Numune hacmi (Obj.V) 2,69 5,02 7,79 6,33 5,80 747 8,94 5,46 7,24
Nesne hacmi yiizdesi (Obj.V/TV (%)) 0,19 0,40 0,47 0,46 0,40 0,56 0,59 0,40 0,63
Kapali gézenek sayisi 32,00 33,00 26,00 150,00 152,00 125,00 259,00 257,00 260,00
Acik gdzenek alan1 hacmi (mm?) 2,69 5,02 7,78 6,33 5,79 7,47 8,94 5,46 7,24
Agik gozeneklilik (%) 99,81 99,60 99,53 99,54 99,60 99,44 99,41 99,60 99,37
Konnektivite 96,00 47,00 67,00 530,00 514,00 585,00 849,00 846,00 874,00
Anizotropi derecesi 1,56 1,90 1,30 1,68 1,72 1,64 1,84 1,80 1,86
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Borik asit, kitozan, borik asit ve kitozanin fiziksel karisimi ve liyofilize edilerek

kurutulmus borik asit iceren 3B basilmis filme ait DSC termogramlari Sekil 3.51.’de

verilmistir.

DSC
mwW/mc

0.00r

-1.00

-2.00

-3.00

-4.00

-5.00 ",
\.-

P
.\“ . ].JI
-6.00F - :
]53.54C

) , 126.03C L L
50.00 100.00 150.00 200.00 250.00
Temp [C]

Sekil 3.51. Film formiilasyonuna ait DSC termogramlar1; A) Borik asit, B) fiziksel karisim, C) Kitozan
ve D) Optimize edilmis borik asit yiiklii 3B basilmis film

Borik asit, kitozan, fiziksel karisim ve optimize edilmis borik asit igeren 3B basilmis

filme ait FTIR spektrumlari Sekil 3.52.’de verilmistir.
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Sekil 3.52. Film formiilasyonuna ait FTIR spektrumlari; A) Optimize edilmis Borik asit yiikli 3B

basilmig film, B) fiziksel karisim, C) Borik asit, D) Kitozan ve E) Borik asite ait literatiirdeki FTIR
spektrumu (Ozdemir ve Keskiner, 2018)
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3.8. Nanopartikiil Yiiklii Yara Ortiisii Formiilasyonlarina Ait Bulgular

Yara Ortiisii formiilasyonuna ait kalinlik, gerilme direnci, elastikiyet, young’s modiil,
adezyon kuvveti, su buhart gecirgenligi ve oksijen gegirgenligi bulgular1 Cizelge 3.28.’de

verilmistir.

Cizelge 3.28. Yara ortiisiine ait kalinlik, gerilme direnci, elastikiyet, young’s modiil, adezyon kuvveti,
su buhar1 gecirgenligi ve oksijen gecirgenligi sonuglari (n=3)

Formiilasyon Yara Ortiisii

Kalmlik (um) + SS 356,67 + 25,03
Gerilme Direnci (MPa) + SS 8,78 £2,12
Elastikiyet (%) £ SS 17,22 +5,33
Young’s modiil (MPa/%) = SS 0,63 + 0,06
Adezyon kuvveti (N) + SS 2,38+ 0,19

Su buhar1 Gegirgenligi Hiz1
(g/giin-m?) £ SS

Oksijen Gegirgenligi (mg/l) + SS 49,25+ 8,17

2302,00 + 12,23

Yara oOrtiisii formiilasyonuna ait sisme derecesi sonuglar1 Sekil 3.53.’te gosterilmistir.

1000
900
800
700
600
500 3

W2

300
5dk 10 dk 60 dk 120 dk

% Sisme derecesi

o
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Sekil 3.53. Yara ortiisii formiilasyonuna ait sisme derecesi sonuglar1 (n=3)

o
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Optimize nanopartikiil, liyofilize H.perforatum ekstresi ve yara Ortiisi
formiilasyonunun in vitro salim profili Sekil 3.54.’te gosterilmistir.

100 % @

% 80
< i
E 60
=
E —e— H.perforatum ekstresi
= 40
§ —&— Optimize nanopartikdil
20 —— Optimize nanopartikiil yiiklii
yara ortuisu
0

0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72

Zaman (sa)

Sekil 3.54. Optimize nanopartikiil, liyofilize H.perforatum ekstresi ve yara ortiisii formiilasyonundan in
vitro kiimiilatif hiperisin salim profili (n=3)

Sekil 3.54.’te verilen yara Ortiisii formiilasyonuna ait salim kinetigi bulgulan Cizelge
3.29.’da verilmistir.
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Cizelge 3.29. Yara ortiisii formiilasyonuna ait in vitro hiperisin salim Kinetikleri

Kinetik Modelleri

Parametreler

Yara ortiisii

kO 1,8687
R? -1,0674
Sifir Derece R? (adjusted) -1,0674
AIC 41,4888
MSC -1,1263
k1 0,0451
R? 0,3457
Birinci Derece R? (adjusted) 0,3457
AIC 35,7365
MSC 0,0241
kH 11,8226
R? 0,6858
Higuchi R? (adjusted) 0,6858
AIC 32,0687
MSC 0,7577
kKP 18,4634
R? 0,9074
R? (adjusted) 0,8765
Korsmeyer-Peppas AIC 279596
MSC 1,5795
n 0,3687
kHC 0,0127
R? 0,0131
Hixson-Crowell R? (adjusted) 0,0131
AIC 37,7911
MSC -0,3868
R? 0,9789
R? (adjusted) 0,9579
. AIC 22,5546
Weibull MSC 2,6605
o 4,2934
B 0,4441

Optimize borik asit yiiklii 3B basilmis film ve yara ortiisii formiilasyonunun in vitro

salim profili Sekil 3.55.’te gosterilmistir.
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Sekil 3.55. Optimize film ve yara Ortiisii formiilasyonundan in vitro borik asit salim profili (n=3)

Sekil 3.55.’te verilen optimize borik asit yiiklii 3B basilmis film ve yara ortiisii

formiilasyonuna ait salim kinetigi bulgular1 Cizelge 3.30.’da verilmistir.
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Cizelge 3.30. Optimize yara Ortiisii formiilasyonuna ait in vitro borik asit salim kinetikleri

Kinetik Modelleri

Parametreler

Yara ortiisii

kO 0,0979
R? -2,0263
Sifir Derece R? (adjusted) -2,0263
AIC 59,9409
MSC -1,3931
k1 0,0020
R? -1,1083
Birinci Derece R? (adjusted) -1,1083
AIC 57,4108
MSC -1,0316
kH 2,6615
R? 0,0669
Higuchi R? (adjusted) 0,0669
AIC 51,7051
MSC -0,2165
kKP 12,0958
R? 0,7973
R? (adjusted) 0,7567
Korsmeyer-Peppas AlC 43,0181
MSC 1,0245
n 0,2170
kHC 0,0006
R? -1,4373
Hixson-Crowell R? (adjusted) -1,4373
AIC 58,4259
MSC -1,1766
R? 0,8942
R? (adjusted) 0,8414
. AIC 40,4635
Weibull MSC 1,3894
o 10,0319
B 0,3381

Optimum nanopartikiil, optimum film ve yara oOrtiisii Orneklerinin SEM analizi

gorselleri Sekil 3.56.”da gosterilmistir.
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Sekil 3.56. Optimum nanopartikiil, optimum film ve yara ortiisii 6rneklerine ait SEM goriintiisii (A)
Yiizey goriintiileri, (B) Yara ortiisii formiilasyonunun yan kesit goriintiisii

Mikro-BT ile 3B goriintiileri alinmis bos nanopartikiil yiiklii bos film, H.perforatum
igeren nanopartikiil yiikli bos film, borik asit igeren film ve yara ortiisti formiilasyonlarina ait

analiz sonuglar1 Sekil 3.57. ve Cizelge 3.31.’de gosterilmistir.
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Bos nanopartikiil yiiklii H.perforatum igeren Borik asit igceren film Yara Ortiisii
bos film nanopartikiil ytikli
bos film

Sekil 3.57. Bos nanopartikiil yiiklii bos film, H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii bos film, borik
asit igeren film ve yara ortiisii formiilasyonlarina ait 3B mikro-BT gériintiileri

Cizelge 3.31. Bos nanopartikiil yiiklii bos film, H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii bos film, borik
asit igeren film ve yara Ortiisii formiilasyonlarina ait mikro-BT tarama sonuglari

H.perforatum

iceren Borik asit
nanopartikiil iceren film
yiiklii bos film

Bos
Parametreler nanopartikiil
yiiklii bos film

Yara ortiisii

Toplam hacim (TV) (mm?3) 814,69 842,00 842,00 678,61
Numune hacmi (Obj.V) 0,81 0,83 0,84 0,67
Nesne hacmi yiizdesi (Obj.V/TV(%)) 0,09 0,09 0,09 0,09
Kapali gézenek sayisi 6,00 10,00 10,00 11,00
Acik gozenek alant hacmi (mm?) 505,88 717,76 535,29 363,68
Acik gozeneklilik (%) 62,09 60,90 63,57 53,59
Konnektivite 68,00 14,00 25,00 11,00
Anizotropi derecesi 2,03 3,52 3,37 2,69

Yara ortiisii formiilasyonunda 25 + 2°C ve %60 + %35 bagil nemde iklim dolabinda

stabilite sonuglar Cizelge 3.32.”de verilmistir.

Cizelge 3.32. Yara ortiisii formiilasyonunda 25+2°C ve %60+%35 bagil nemde iklim dolabinda stabilite
sonuglari

Parametreler Etkin madde Baslangig 1.Ay 3.Ay 6.Ay
Viikleme Hiperisin 90,70 90,65 90,55 90,48
etkinligi (%) Borik asit 98,74 98,69 98,62 98,57
In vitro salim H(Tg.r;:;n 52,40 52,10 5191 5182
(%) B(cir;'_‘ dakiit 19,95 19,82 19,63 19,48
ﬁ:\f\fé’gr‘(m - 2,38 2,36 2,35 2,35
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3.9. Antimikrobiyal Aktivite Analizlerine Ait Bulgular

Bolim 2.2.11.°de agiklandigi sekilde gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite

analizlerine ait deney sonuglari Cizelge 3.33.’te verilmistir.

Cizelge 3.33. Antimikrobiyal aktivite analizlerine ait deney sonuglari

[0) 0]
Grup Adi E. coli log %o S. aureus log /0
azalma azalma azalma azalma
Kontrol grubu 14x10° - - 78x10%? - -
Bos nanopartikil 12x107 207 991  23x105 753 100
yiiklii bos film
H.perforatum igeren
nanopartikiil yiiklii bos 5x108 1,45 96,4 17x10° 7,66 100
film
Borik asit i¢eren film 8x108 1,24 94,3 10x10° 7,89 100
Yara ortiisii 7x107 2,30 99,5 11x10° 6,85 100

3.10. Hiicre Kiiltiirii Deneylerine Ait Bulgular

Hiicrelere ekstraksiyon sivisi eklenmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra deneysel gruplara
(negatif kontrol grubu, pozitif kontrol grubu, Grup 2: Bos nanopartikiil yiikli bos film,
Grup 3: H.perforatum igeren nanopartikiil yiikli bos film, Grup 4: Borik asit i¢eren film ve
Grup 5: Yara Ortiisii) gore hiicre tabakasi yayilimi ve 6lii hiicre miktar faz kontrast mikroskopi
ile 10x ve 40x biiylitmede incelenmistir. 24, 48 ve 72 saatte gozlemlenen hiicre tabakasi
yayihmi Sekil 3.58-3.60.’ta verilmektedir. Bu c¢alismada kullanilan numunelerin tamami

Bolim 2.2.12.1.’de agiklandigi sekilde sterilize edilerek kullanilmigtir.
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Kontrol grubu (-) Kontrol grubu (+) Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Bos nanopartikiil H.perforatum igeren Borik asit iceren film Yara ortiisti
yiikli bos film nanopartikiil yiiklii bos
film

es 12

eS 8y

es ¢l

Sekil 3.58. Ekstraksiyon sivisi eklenmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra deneysel gruplara gore hiicre tabakasi yayiliminin degisimi (10x biiyiitme)
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Kontrol grubu (-) Kontrol grubu (+) Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Bos nanopartikiil yiikli H.perforatum igeren Borik asit i¢eren film Yara ortiisti
bos film nanopartikdl yiiklii bos
film

N

~
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D

[00)

4
\‘
N
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Ekstraksiyon sivisi eklenmesinden 24, 48 ve 72 saat sonra deneysel gruplara gore hiicre tabakasi yayiliminin degisimi (40x biiyiitme)

Sekil 3.59.
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Sekil 3.60. Ekstraksiyon sivisi eklenmesinden 72 saat sonra deneysel gruplara gore (negatif kontrol
grubu, pozitif kontrol grubu, Grup 2: bos nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 3: H.perforatum igceren
nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 4: Borik asit i¢eren film ve Grup 5: yara ortiisii) (A) Canli hiicre
sayisinin degisimi, (B) % hiicre biiyiimesi inhibisyonu; sonuglar pozitif kontrol grubuna bagil olarak
verilmistir.

Yapilan mikroskobik inceleme ve hiicre sayimi sonuglara gore, deneysel gruplarin
sitotoksisite testi degerlendirme kriterleri puanlama cetveline gore sonuglart Cizelge 3.34.’te

sunulmaktadir.
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Cizelge 3.34. Sitotoksisite testi degerlendirme kriterleri puanlama cetveline gére sonuglar

Kriterler Grup 2 Grup 3 Grup 4 Grup 5
Bos H.perforatum Borik asit Yara
nanopartikiil igeren iceren oOrtiisii
yiiklii bos film nanopartikiil film
yiiklii bos film

Hiicre tabakasi yayilim1
(Confluency) 1 2 2 2
Hiicre morfolojisindeki degisim 0 3 1 1
Olii hiicre miktari (yiizen hiicreler) 0 0 1 1
Hiicre biiytimesi inhibisyonu 0 1 0 1

Bu sonuglara gore, test edilen gruplar igin sitotoksik cevap indeksi (Cizelge 2.23.) ve

sitotoksisite degerlendirme sonuglar1 Cizelge 3.35.’te sunulmaktadir.

Cizelge 3.35. Test edilen gruplar igin sitotoksisite degerlendirme sonuglari

Sitotoksik cevap indeksi “Malzeme Sitotoksiktir”
Grup 2 0,3 Hayir
Grup 3 2,6 Hayir
Grup 4 1,3 Hayir
Grup 5 2,3 Hayir

Deney gruplarindan Bolim 2.2.12.3.’te agiklandigi sekilde gerceklestirilen scratch
assay testi sonucunda elde edilen mikroskobik inceleme goriintileri Sekil 3.61.’de
sunulmaktadir. Ayrica, ¢izgi kalinlig1 ve inkiibasyon siiresine bagli olarak ¢izginin kapanmasi

durumu, her grup i¢in degerlendirilerek Sekil 3.62.’de sunulmustur.

168



Grup 3 Grup 4 Grup 5 Kontrol (+)

Grup 2
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Sekil 3.61. Gruplara ekstraksiyon sivilarinin eklenmesinden 0, 12, 24, 36 saat sonra ¢izik alanlara hiicre go¢iiniin mikroskobik incelemesi (6l¢ek: S0 pm).
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Cizgi Kalinhg (%)

0 12 24 36
Inkiibasyon siiresi (saat)

mGrup 2 mGrup 3 mGrup 4 = Grup 5 m Kontrol

Sekil 3.62. Cizgi kalinligr (%) ve inkiibasyon siiresine (saat) bagli olarak ¢izginin kapanmasi
durumunun degerlendirilmesi

3.11. Hazirlanan Formiilasyonlarin Tedavideki Etki Giiciiniin In Vivo

Degerlendirilmesine Ait Bulgular

Cizelge 2.24.’te verilen formiilasyonlarin (Grup 1: Negatif kontrol grubu, Grup 2: Bos
nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 3: H.perforatum nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 4: Borik
asit iceren film ve Grup 5: Yara ortiisii) tedavideki etki giliciiniin Boliim 2.2.13.’te agiklanan
sekilde yapilan in vivo deneylerle degerlendirilmesine dair gorseller, yara kapanma yiizdesi ve

yara alan1 verileri Sekil 3.63.-3.65.te verilmistir.
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Sekil 3.63. In vivo uygulanan formiilasyonlarda zamana bagli yara kapanmasinin takibine ait gorseller
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Sekil 3.64. In vivo uygulanan formiilasyonlarda zamana bagli yara kapanma yiizdesinin gruplara gore
takibine ait sonuglar
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Sekil 3.65. In vivo uygulanan formiilasyonlarda zamana bagli yara alanindaki degisimin gruplara gére
takibine ait sonuglar

Boliim 2.2.13.1.’de agiklandig1 sekilde hazirlanan formiilasyonlarin (Grup 1: negatif
kontrol grubu, Grup 2: bos nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 3: H.perforatum nanopartikiil
yiikli bos film, Grup 4: Borik asit igeren film ve Grup 5: yara ortiisii) tedavideki etki giiciiniin
in vivo ¢alismada 7., 14. ve 21.glinde alinan deri 6rneklerinin 3B mikroyapilara ait Mikro-BT

sonuglar1 Cizelge 3.36.’da verilmistir.
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Cizelge 3.36. Hazirlanan formiilasyonlarin tedavideki etki giiciiniin in vivo galismada 7., 14. ve 21.giinde alinan deri orneklerinin 3B mikroyapilarina ait Mikro-BT
sonuglar1 (n=6)

GRUP 1 GRUP 2
7.giin 14.giin 21.giin 7.giin 14.giin 21.giin

Doku hacmi 1045,03 £47,51 1112,08 42,55 1165,32 + 95,20 1154,90 + 78,04 1110,90 + 78,04 1072,90 + 84,25
Nesne hacmi 2,70 £ 0,26 2,26+ 0,45 3,02+ 0,66 2,73+ 0,74 3,41 £ 0,60 3,03+ 0,63
Yiizde nesne hacmi 0,26 + 0,03 0,20 + 0,04 0,26 +£0,07 0,23 £0,05 0,31 +0,07 0,28 £ 0,06
Doku yiizeyi 429,03 £4,01 409,85 + 24,64 414,07 £ 14,95 413,72 £ 12,51 995,20 + 1435,96 428,54 £ 3,39
Nesne yiizeyi 33,36 + 3,96 2535+ 5,81 35,66 = 9,88 22,51 +2,46 36,64 + 7,47 31,54 + 7,69
Nesne yiizey dansitesi 0,03 £0,01 0,02 £ 0,01 0,03 +£0,01 0,02 £ 0,01 0,03 £0,01 0,03 £0,01
Striiktiir model indeksi 2,32+ 0,66 2,26+ 0,46 1,91+ 0,59 3,55+0,26 2,55+0,28 2,43+ 033
Anizotropi derecesi 1,68 £ 0,46 1,56 £0,31 1,88 £ 0,46 1,51 £0,36 1,90 £ 0,22 1,80 £ 0,28
Kapah por sayist 17,40 £ 3,21 18,00 7,77 13,50 + 4,93 6,67+ 5,13 7,83 +£2.23 9,71 + 7,74
Euler sayisi -1,40 £ 17,71 6,67 + 23,38 -18,00 + 31,73 -12,75 + 6,82 -28,75+ 23,89 -11,14 £ 10,16
Konnektivite 97,40 + 9,37 103,00 + 5,29 132,25 £ 29,67 76,50 + 4,64 64,67 + 33,21 84,43 £ 21,31
Nesne kalinhg 0,37 + 0,06 0,45+ 0,13 0,39+ 0,10 0,31 + 0,03 0,44 + 0,00 0,48 + 0,08
Nesne ayrimi 0,62+0,13 0,61 +0,13 0,51 +0,12 0,35+0,03 0,86 +0,00 0,76 + 0,20
Nesne sayist 0,89 + 0,17 0,84 + 0,27 1,56 + 0,06 1,89 + 0,09 0,68 + 0,00 0,75+ 0,27
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Cizelge 3.36. Devam. Hazirlanan formiilasyonlarin tedavideki etki giiciiniin in vivo ¢alismada 7., 14. ve 21.giinde alinan deri 6rneklerinin 3B mikroyapilarina ait Mikro-

BT sonuglar1 (n=6)

Grup 3 GRUP 4
7.giin 14.giin 21.giin 7.giin 14.giin 21.giin

Doku hacmi 1173,44 + 110,25 1145,72 + 93,48 1178,65 + 115,27 1142,15 + 84,24 1217,41 + 62,45 1254,60 + 214,62
Nesne hacmi 5,88 £ 0,49 5,01 £ 0,66 4,72 £1,28 8,55+1,96 8,39+ 0,76 8,73+0,37
Yiizde nesne hacmi 0,50+ 0,03 0,44 £ 0,08 0,40+0,11 0,76 £ 0,20 0,69 + 0,09 0,72+0,11
Doku yiizeyi 613,43 £ 12,62 598,16 + 5,15 684,83 + 52,89 597,08 + 44,88 538,90 + 12,72 494,65 + 33,59
Nesne yiizeyi 47,60 + 5,77 61,18 +3,99 35,76 £ 6,01 29,36 + 5,07 23,70 £2,95 23,62 + 5,04
Nesne yiizey dansitesi 0,04 £ 0,01 0,05+0,01 0,03 +0,01 0,03 £0,01 0,02+ 0,01 0,02 +£0,01
Striiktiir model indeksi 3,00 + 0,44 3,13+0,38 3,08 + 0,44 2,49 £ 0,25 2,52+021 3,01 +0,34
Anizotropi derecesi 1,55+ 0,30 1,87 £ 0,46 2,18+ 0,31 2,61 £0,46 1,68 £ 0,46 1,75+ 0,35
Kapali por sayis1 117,00 £ 5,29 111,00 +£9,75 91,00 £42,27 144,43 + 19,47 204,00 £ 11,92 216,00 + 12,62
Euler sayisi -17,71 £22,56 -9,14+ 12,46 -13,00 + 14,71 -10,57 + 8,18 -18,60 + 27,51 -25,50 + 19,60
Konnektivite 430,64 + 25,93 522,43 + 40,79 610,00 + 28,27 631,71 +30,21 712,80 + 22,40 748,29 + 15,80
Nesne kalinhg 0,37 + 0,07 0,44 + 0,04 0,39+ 0,11 0,42+ 0,13 0,34+ 0,02 0,41 + 0,05
Nesne ayrimi 0,49 +0,07 0,52 + 0,04 0,53+ 0,06 0,65+0,11 0,47 + 0,04 0,47 +0,03
Nesne sayist 1,14+ 0,17 0,95+ 0,06 1,00 0,15 0,93 + 0,09 0,98+ 0,11 0,99 + 0,03
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Cizelge 3.36. Devam. Hazirlanan formiilasyonlarin tedavideki etki giiciiniin in vivo ¢alismada 7., 14. ve 21.giinde alinan deri 6rneklerinin 3B mikroyapilarina ait Mikro-
BT sonuglar1 (n=6)

GRUP 5
7.giin 14.giin 21.giin

Doku hacmi 1321,69 + 96,46 1326,50 £ 92,79 1222,44 + 98,46
Nesne hacmi 12,87 £ 0,57 13,21 £0.,61 12,90 £ 0,63
Yiizde nesne hacmi 0,92 +0,03 1,06 £ 0,04 1,06 £ 0,05
Doku yiizeyi 638,74 7,11 624,94 £ 19,25 648,20 + 34,89
Nesne yiizeyi 27,45+ 4,61 34,75+ 5,21 29,99 + 5,02
Nesne yiizey dansitesi 0,46 + 0,27 0,70 £ 0,23 0,47 +0,31
Striiktiir model indeksi 3,49 £ 0,23 3,50+ 0,20 3,40+0,35
Anizotropi derecesi 1,77 £ 0,52 2,04 £ 0,36 2,67+ 0,46

Kapali por sayis1
Euler sayisi
Konnektivite
Nesne kalinhg:
Nesne ayrimi

Nesne sayisi

366,57 + 53,84
-10,00 + 10,42
1014,86 + 112,09
0,54 £ 0,04
0,62 £ 0,10

0,81+0,11

585,03 + 67,44
-10,71 £ 13,66
1088,29 + 134,60
0,33 0,04
0,56 + 0,03

1,02+ 021

416,75 + 139,75
-12,88 9,99
1129,25 + 228,98
0,35 0,09
0,61 £0,16

0,88 + 0,03
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Boliim 2.2.13.2.°de agiklandig sekilde hazirlanan formiilasyonlarin (Grup 1: Negatif kontrol
grubu, Grup 2: Bos nanopartikiil yiikli bos film, Grup 3: H.perforatum nanopartikiil yiiklii bos film,
Grup 4: Borik asit i¢eren film ve Grup 5: Yara ortiisit) tedavideki etki glictiniin degerlendirildigi in vivo

calismada 7., 14. ve 21.giinde alinan deri 6rneklerinin histopatoloji sonuglar1 Sekil 3.66.’da verilmistir.

7. GUN

Sekil 3.66. Hazirlanan formiilasyonlarin tedavideki etki giiciiniin degerlendirildigi in vivo ¢aligmada 7., 14. ve
21.giinde alman deri 6rneklerinin histopatoloji sonuglart Sekillerde Kabuk (K), Fibroz doku (F), Hiperemik
damarlar (H), Neovaskiilarizasyon (oklar veya siyah oklar), Kanama (beyaz oklar), Yara kenarindaki normal
dermis dokusu (N), Epitel (E), Adipoz doku (A) ve Hemosiderofaji (beyaz daireler) gosterilmistir. Hidropik
dejenerasyon alanlari ise siyah daireler ile isaretlenmistir.
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14. GUN

Sekil 3.66. Devam. Hazirlanan formiilasyonlarin tedavideki etki gliciiniin degerlendirildigi in vivo ¢aligmada
7., 14. ve 2l.giinde alinan deri 6rneklerinin histopatoloji sonuglar1 Sekillerde Kabuk (K), Fibroz doku (F),
Hiperemik damarlar (H), Neovaskiilarizasyon (oklar veya siyah oklar), Kanama (beyaz oklar), Yara kenarindaki

normal dermis dokusu (N), Epitel (E), Adipoz doku (A) ve Hemosiderofaji (beyaz daireler) gosterilmistir.
Hidropik dejenerasyon alanlar ise siyah daireler ile isaretlenmistir.

177



- \f‘\ NN
21. GUN
Sekil 3.66. Devam. Hazirlanan formiilasyonlarin tedavideki etki giiciiniin degerlendirildigi in vivo ¢alismada
7., 14. ve 2l.giinde alinan deri 6rneklerinin histopatoloji sonuglar1 Sekillerde Kabuk (K), Fibroz doku (F),
Hiperemik damarlar (H), Neovaskiilarizasyon (oklar veya siyah oklar), Kanama (beyaz oklar), Yara kenarindaki

normal dermis dokusu (N), Epitel (E), Adipoz doku (A) ve Hemosiderofaji (beyaz daireler) gosterilmistir.
Hidropik dejenerasyon alanlar ise siyah daireler ile isaretlenmistir.
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4. TARTISMA

Bu tez calismasinda gelistirilen nanopartikiil yiikli film seklindeki yara Ortiisii
formiilasyonlarinin in vitro ve in vivo testlerle kapsamli sekilde degerlendirilmesi sonucunda
elde edilen bulgulara ait tartismalar, mevcut literatiir verileri 1$18inda yapilmigtir. Tartisma
boliimiinde; formiilasyonlarin karakterizasyon parametreleri, antimikrobiyal ve hiicre kiiltiirii
deneylerinden elde edilen veriler ile hayvan modeli ilizerinden yapilan yara iyilesmesi
degerlendirmeleri bir biitiin olarak ele alinarak, sistemin yara iyilestirme potansiyeli, etkin
madde salimi1 ve doku ile etkilesimi agisindan kapsamli bir karsilagtirma sunulmustur. Bu
degerlendirmeler, literatiirdeki benzer ¢alismalar ile karsilagtirmali bicimde yorumlanarak,

gelistirilen sistemin 6zgiin yonleri ve klinik uygulama potansiyeli vurgulanmustir.

Total hiperisin analizi i¢in metanol ortaminda UV-Vis spektrofotometre ile maksimum
absorbans verdigi dalga boyunun 588 nm oldugu ve literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir
(Sekil 3.1.) (EP10). Bu ortamda kalibrasyon calismalari tamamlanmis ve determinasyon
katsayis1 (r?) 0,9990 olarak belirlenmistir (Sekil 3.2.). Bu sonug total hiperisin miktarmnm
bilinmeyen numunelerden analizinde saglikli bir sekilde bu denklemle tespit edilebilecegini

gostermigtir.

Hiperisin ve psddohiperisin miktar tayini i¢gin EP10’da verilen HPLC y6ntemi modifiye
edilerek metot gelistirilmistir. Farmakopede yer alan mobil faz bilesenlerinin (Etilasetat:
Metanol: Fosfat tamponu (pH 2,0) hacimce 39:160:41°den 26:66:8 oranlarina degistirilmis)
ve sicakligin (40°C’den 20°C’ye diisiiriilmiis) modifiye edilmesiyle alikonma siiresi
farmakope yontemiyle tespit edilen 15 dk’dan 3,7 dk’ya indirilerek ardisik deneylerin daha

kisa siirede analiz edilebilecegi bir metot gelistirilmistir.

Gelistirilen HPLC metodu ile Cizelge 2.1.’de belirtilen ¢alisma kosullar1 kullanilarak
hiperisin ve psodohiperisinin metanol ortaminda kalibrasyonlari tamamlanmigtir. Tim
ortamlarda her iki etkin madde i¢in de maksimum absorbans verdigi dalga boyu literatiirle
uyumlu sekilde 590 nm olarak belirlenmistir (Sekil 3.3.-3.4.) (EP10). Hiperisin ve
psddohiperisin i¢in metanolde artan konsantrasyonlarda hazirlanan numunelerinin
kromatogramlar1 st liste getirildiginde maksimum absorbans noktasinda hi¢bir kayma
olmadan iist liste gelen piklerin artan konsantrasyonlarla uyumlu sekilde yiikseldigi de tespit

edilmistir (Sekil 3.5. ve 3.7.). Metanol ortamindaki kalibrasyon denklemlerinin determinasyon
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katsayilar1 sirastyla (r?) hiperisin i¢in 0,9992 ve psddohiperisin igin 0,9990 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.6. ve 3.8.). Determinasyon Kkatsayisinin bire yakin olmasi
kalibrasyonlardan hesaplanan absorbsiyon degerine karsilik gelen hiperisin ve psddohiperisin

konsantrasyonlarinin giivenilir sekilde tespit edilebilecegini kanitlamistir.

Hiperisin miktar tayini i¢in HPLC yontemiyle Cizelge 2.1.’de belirtilen ¢aligma
kosullar1 kullanilarak in vitro ¢éziinme ortaminda (PBS pH 7,4: etanol 3:1) kalibrasyonlari
tamamlanmistir. Maksimum absorbans verdigi dalga boyu literatiirle uyumlu sekilde 590 nm
olarak belirlenmistir (Sekil 3.9.) (EP10, 2021). Hiperisin i¢in metanol ortaminda oldugu gibi
PBS ortaminda da artan konsantrasyonlarda hazirlanan numunelerinin kromatogramlar iist
iiste getirildiginde maksimum absorbans noktasinda hi¢bir kayma olmadan {ist iiste gelen
piklerin uyumlu sekilde yiikseldigi de tespit edilmistir (Sekil 3.10.). Determinasyon katsayist
(r?) hiperisin i¢in 0,9991 olarak belirlenmistir (Sekil 3.11.). Determinasyon katsayisinin bire
yakin olmasi kalibrasyonlardan hesaplanan absorbsiyon degerine karsilik gelen hiperisin

konsantrasyonlarinin giivenilir sekilde tespit edilebilecegini kanitlamistir.

Borik asit analizi i¢in %1,5 (h/h) sulu asetik asit ortaminda ve in vitro ¢oziinme
ortaminda UV-Vis spektrofotometre ile yapilan kalibrasyon ¢alismalarinda her iki ortam i¢in
maksimum absorbans verdigi dalga boyu sirasiyla 430 ve 418 nm olarak bulunmus ve
literatiirle uyumlu oldugu tespit edilmistir (Endo vd., 2013; Koseoglu ve Kolak, 2010; Matoh
vd., 1997; Mohammed vd., 2014; Rao ve Aggarwal, 2008; Sah ve Brown, 1997; Sarkar ve
Singh, 2018).

Determinasyon katsayis1 (r?) her iki ortam igin sirasiyla 0,9991 ve 0,9981 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.12. ve Sekil 3.13.). Determinasyon katsayisinin bire yakin olmasi
kalibrasyonlardan  hesaplanan absorbsiyon degerine karsilik gelen borik asit

konsantrasyonlarinin sekilde tespit edilebilecegini gostermistir.

Etkin maddelerin gelistirilen HPLC ve/veya UV spektrofotometre ile miktar tayini i¢in
elde edilen analitik validasyon ¢alismalar1 (B6liim 2.2.4.) sonucunda tiim dogruluk verilerinin
% BSS degerleri %2’nin altinda bulunmustur (Cizelge 3.1.-3.6.). Bu da belirlenen
konsantrasyon aralig1 igerisinde tiim yontemlerin dogrulugunu ispatlamaktadir. Tiim kesinlik
calismalarinin sonunda; % BSS degerlerinin %2’nin altinda oldugu goriilmiis ve yontemin
tekrarlanabilirligi ve orta kesinligi (giinler aras1) ispatlanmistir (Cizelge 3.7.-3.12.). incelenen

etkin maddelerim tiim ortamlarda elde edilen kalibrasyon verileri ile hesaplanan DL ve QL
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verileri, her bir yontem igin kalibrasyon dogrusunu olusturan en alt konsantrasyon degerinden
daha da kiigiik konsantrasyonlarin hassasiyetle dl¢iilebilecegini gostermistir (Cizelge 3.13.).
Yapilan tiim analizlerde kalibrasyon dogrularmmin %95 giiven aralifi i¢inde oldugu
saptanmistir (Sekil 3.14.-3.19. ve Cizelge 3.14.). Ayrica elde edilen determinasyon
katsayisinin 1’e yakin olmasi, calisilan konsantrasyonlarda yontemin dogrusal oldugunu
gostermistir. Formiilasyonda kullanilan yardimci maddelerin etkin maddelerin analizinde
kullanilan dalga boyunda pik vermedigi de tespit edilmistir. Bu sonuglara gore gelistirilen
analiz yontemlerinin analitik validasyon verileri ile dogru, kesin, tekrar edilebilir sonuglar
aliabilecegi tespit edilmis ve kalibrasyon araligindaki konsantrasyonlarin tespitinde giivenilir

sekilde kullanilabilecegi kanitlanmisgtir.

Avrupa Farmakopesi’ne (EP10) gére susuz H.perforatum ekstresinde hiperisin olarak
% total hiperisin miktar1 %0,10 ile %0,30 arasinda olmalidir. 16 kez ayr1 ayr1 ekstraksiyon
yapilarak liyofilize edilen kuru ekstrelerdeki total hiperisin miktar1 UV spekrofotometrik
analiz ile %0,19 ile 90,27 arasinda tespit edilmis, hiperisin igerigi agisindan ayr1 ayr1 16 kez
hazirlanan ekstrelerin icerdigi ortalama total hiperisin miktar1 %0,26 olarak tespit edilmis ve
farmakopede verilen sinir araliginda bulunmustur. Ayrica 16 liyofilize ekstrenin
birlestirilmesiyle elde edilen karisimda, karisimin homojenligini kontrol etmek igin farkli
noktalarindan alinan ii¢ numunenin analizi yapilmis, ortalama total hiperisin miktar1 %0,21 +
0,00 olarak tespit edilmistir. Bu deger de farmakope simirlart igerisindedir. Tiim bu sonuglar
ekstraksiyon sirasinda kullanilan bitkinin farkli bolgelerinde farkli miktarda hiperisin tayin
edilebilecegini, ancak standart sapmanin ¢ok diisiik olmasi ve farmakopede verilen sinirlar
icinde olmasi da bu kuru ekstrelerin elde edilisinde her iiretimde farmakope sinirinda
kalinabildigini gostermistir.  Bu sonuglar alkollii H.perforatum ekstresinin  soxhlet

ekstraksiyon yontemiyle basarili bir sekilde hazirlanabildigini kanitlamistir.

Liyofilize ekstrenin HPLC ile analizinde hiperisin ve psddohiperisin piklerinin yerini
tam olarak tespit edebilmek i¢in, hazirlanan metanollii ekstre ¢ozeltisine sirastyla hiperisin ve
psodohiperisin  standartlarinin ~ bilinen miktarlar1 da eklenerek, ekstrenin HPLC
kromatograminda piklerin kayma olmadan iist tiste oturdugu ve psddohiperisin (Sekil 3.20.B)
ve hiperisin (Sekil 3.20.C) eklenmesiyle, ilgili piklerin ilave edilen miktarla orantili olarak
ayni noktada pikin absorbans degerinin yiikselmesini sagladigi belirlenmis ve literatiirle
uyumlu ve standartlar ile ayni olacak sekilde kromatogramlar elde edildigi gosterilmistir (Sekil
3.20.) (EP10, 2021). Eksterinin HPLC piki ile standartlarin piklerinin 6rtiismesi, standardize

ekstrenin hazirlanabildigini kanitlamistir.
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Formiilasyonda hiperisin liyofilize ekstre halinde bulundugundan ve ortam se¢imi igin
on veri olusturmasi acisindan ekstrede c¢oziiniirliik calismalar1 gergeklestirilmistir. USP’ye
gore (USP 44) farkli dengelenme siirelerinden sonra analiz edilen 6rnekler esdeger sonuglar
verdiginde (0rn., 24 saatte %5'ten az veya saatte %0,2’den az degisim) doygun ¢oziiniirlige

ulasilmis demektir.

Stirfaktan ve kosolvent kullaniminin hiperisinin ¢6ziiniirliigiine etkisi incelendiginde
(Sekil 3.21.) 25 pg’dan 50 pg hiperisine esdeger liyofilize ekstre miktarindaki artisla birlikte
tim ortamlarda ekstreden ¢Oziinen hiperisin miktarinda da bir artis gozlenmistir. Bu da
hiperisinin liyofilize ekstre halinde verilisiyle, ekstrede bulunan diger bilesenlerle
kombinasyon halinde veriligin hiperisinin ¢oziiniirliigiinii artirdigini1 géstermistir. Hiperisin
ekstre igerisinde diger bilesenlerle kombine halde bulunmaktadir. Jurgenliemk ve Nahrstedt
(2003)’1n galisgmasinda da oldugu gibi hiperisin miktar1 arttiginda, diger bilesenlerin de
artmastyla birlikte hiperisinin ¢oziliniirliigiiniin arttig1 tespit edilmistir. 50 pg hiperisine
esdeger ekstrede denge ¢6ziinme sonuglari etanol igeren PBS ortamui i¢in 24. saatte dengeye
ulagsmis ve ekstrenin maksimum ¢O6ziiniirliigli bu ortamda 23,34 pg/ml + 1,39 olarak
belirlenmistir. Sekil 3.21.B’de metanollii PBS ortaminda 12.saatte maksimum ¢6ziiniirlik
24,49 ng/ml £ 1,52 olarak etanollii ortama (23,09 pg/ml + 0,27) kiyasla daha yiiksek
bulunmasina ragmen 24.saatten itibaren ¢oziinen hiperisin miktarindaki azalmanin fazla
olmasi sebebiyle, hiperisinin etanollii PBS ortamimda metanollii PBS ortamina gére daha uzun
slire stabil kaldigin1 gostermistir ve bu ortamda ¢alisma yapilmasina karar verilmistir. Disch
vd. (2017), fizyolojik pH araliginda (PBS (pH 6,8) ortami) ekstreden hiperisin ¢oztiniirligiini
23,78 pg/ml £ 0,98 bulmuslardir. Bu tez ¢alismasinda elde edilen degerlerin literatiirde verilen
degerlere yakin oldugu tespit edilmistir.

Ang vd. (2004)’nin yayinladiklar stabilite ¢alismasinda hiperisinin sulu ¢ozeltilerde,
asidik ortam kosullarinda ve 151k maruziyeti altinda stabil olmadiklar1 gosterilmistir. Liyofilize
bitki ekstresi ile yapilan ¢6ziinme ¢alismasinda, Sekil 3.21.’de goriilen tiim ortamlarda (PBS
(pH 7.4) ortami, 0,2 h/h Tween 80 iceren PBS ortami, %25 h/h metanol igeren PBS ortami ve
%25 h/h etanol iceren PBS ortami) zamana bagli olarak hiperisin miktarinda azalma
goriilmektir. Bu azalma, onceki ¢aligmalarda da bildirildigi gibi hiperisinin sulu ortamdaki
instabilitesiyle aciklanabilir. Bunun disinda lipofilik 6zelligi sebebiyle hiperisin, fizyolojik
pH’da ve tiim sulu ortamlarda agrege olma egilimindedir (Fadel vd., 2010; Huygens vd.,
2005a; Pereira vd., 2020). Bu da in vitro hiperisin salim c¢aligsmalari yapilirken, kullanilan

ortamlardan ¢ok sik olmamak kaydiyla giinde en az bir kez 6rnek alinmaz ve analiz edilmezse,
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aciga cikan hiperisinin bozunmasi nedeniyle formiilasyondan hiperisinin %100'iniin geri
kazanilamayacagimi gosterir (Abouelmagd vd., 2015). Tez ¢alismasinda hiperisinin enkapsiile
edilmesinin amaglarindan biri de bu instabilite problemidir. Yapilan ¢oziinme caligmalari
sonucunda sink kosul i¢in gereken limit konsantrasyon hesaplanarak c¢oziinme ortaminda

4,8 pg/ml hiperisine esdeger liyofilize ekstre olarak tespit edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalart sonucu nanopartikiillerin nanoc¢dktiirme yontemi ile
hazirlanabilecegi diisliniilmiis ve Onformiilasyon c¢aligmalari ile cesitli formiilasyon
degiskenleri denemistir. Formiilasyonlarda PVA konsantrasyonu sabit tutulurken karigtirma
hizi (10000 rpm’den 20000 rpm’e) degistirilerek (ON1-ONS5) ve orta karistirma hizinda
siirfaktan konsantrasyonunda (%0,3’ten %0,9 a/h’e) degisiklik (ON3, ON6-7) yapilarak
formiiller hazirlanmis (Cizelge 2.3.) ve karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 3.15.).
Polimerik partikiilii olusturan organik ve sulu fazlarin etkili bir sekilde karigtirilarak homojen
bir emiilsiyon elde edilebilmesi i¢in, yeterli seviyede enerji saglayan hizli bir karistirma
gereklidir (lbraheem vd., 2014). Formiilasyonlarda (ON1-ONS5) karistirma hizi arttikga,
partikiil boyutlar1 azalmistir (Cizelge 3.15. ve Sekil 3.22.). Partikiil boyutunun kiigiilmesi,
karigtirma hizinin artmasiyla fazlar arasindaki mikro karigtirmanin (yani molekiiler diizeyde
karistirma) yogunlagmasiyla agiklanabilir (Zhang vd., 2006). Yiiksek hizli karigtirma, kiitle
transferini ve fazlar arasindaki difiizyon oranimi artinir, bu da kisa siirede fazlarin
doygunluguna neden olur ve dolayisiyla daha kiigiik partikiilleri olusturmak i¢in hizh
cekirdeklenmeyi indiikler. Partikiil boyutu 6l¢iimleri liyofilizasyon sonrast alinmis oldugu i¢in
Sekil 3.22.’de goriilen bimodal dagilimlarin liyofilize partikiillerin tekrar homojen olarak
dagitilamadigin1  diisiindiirmektedir. Verileri burada sunulmamis olmasina karsin,
liyofilizasyon oncesi de partikiillerin boyutu 6l¢iilmiis ve ¢ok daha kiigiik ve PDI degeri daha
az olan partikiiller elde edilmistir. Ancak nihai {iriin olarak liyofilize partikiiller kullanilacagi
icin, liyofilizasyon sonrasi partikiil biiyiikligii degerlerinin kullanilmasi tercih edilmistir.
Ayrica partikiillerin PDI degerlerinde orantili bir degisim elde edilememistir. Karigtirma hizi
en yiiksek olan ON5 formiilasyonunun hem bu grup iginde en diisiik ortalama partikiil
biiylikliigii hem de 0,44 + 0,10 PDI degeriyle normal dagilim egrisi elde edilebilen formiil
oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.15. ve Sekil 3.22.). PVA, emiilsiyon olusumunda stabilizer
ajan olarak cesitli ¢aligmalarda da kullanilmistir (Geggel, 2018; Ilhan vd., 2022; Karatas vd.,
2009, 2010). Kullanilan stabilizerin tipi ve konsantrasyonu, emiilsiyonun olusumunu ve
stabilitesini etkileyebilir. Siirfaktan molekiillerinin varligi, emiilsiyon damlaciklarini stabilize
eder ve bunlarin birbirleriyle birlesmesini 6nler (Budhian vd., 2007). Etkili bir stabilizasyon

i¢in slrfaktan molekiillerinin tiim organik faz-su arayiizey alanini kaplamasi gerekir. Bu
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nedenle daha kiigiik partikiil boyutu ve dar boyut dagilimi elde etmek i¢cin minimum sayida
stirfaktan molekiilii gerekir. Orta karistirma hizinda (15000 rpm), PVA konsantrasyonundaki
artts (%0,3'ten (a/h)’dan %0,9'a (a/h)), partikiil boyutunun 5278,00 + 395,00 nm’den (ON3)
2947,00 + 417,00 nm’ye (ON7) diismesine neden olmustur. Siirfaktan miktar: arttikga, PDI
degerlerinde azalma gozlenmistir, bu da daha dar bir partikiil biiyiikliigii dagilimi (ON7)
oldugunu gostermektedir (Cizelge 3.15. ve Sekil 3.22.). PVA konsantrasyonu arttik¢a sulu
fazin artan viskozitesine bagli olarak partikiil boyutu azalmaktadir. Ciinkii viskozite artisi,
artan arayiizey stabilizasyonu nedeniyle partikiil boyutunu kii¢iiltiir (Budhian vd., 2007).
Partikiillerin stabilitesini saglamak i¢in yiiksek ZP (£30 mV) gereklidir. Hem karigtirma
hizindaki hem de PVA konsantrasyonundaki degisikliklerin partikiillerin ZP'sini 6nemli
ol¢iide etkilemedigi ve tiim formiilasyonlarda stabilitenin saglandig tespit edilmistir (Cizelge
3.15.). Tiim formiilasyonlarda negatif ZP'nin gozlenmesi, formiilasyonda kullanilan negatif
yikli PCL ve PVA'nin varligiyla agiklanmaktadir. Tiim partikiillerde hem karigtirma
hizindaki hem de yiizey aktif madde konsantrasyonundaki degisiklik %EE'yi
(%Enkapsiilasyon etkinligi) arttirmstir (sirasiyla %78,22 £+ 4,16’dan (ON1) %102,0 + 3,06'ya
(ONS) ve %86,38 + 0,76’dan (ON3) 93,42 + 2,17 'ye (ON7)) (Cizelge 3.15.). Partikiillerden
in vitro hiperisin salim hizi, partikiil boyutuyla ters orantili olarak artmistir ve daha kiigiik
partikiillerde daha yiiksek salim gozlenmistir (Sekil 3.23.-3.24.). Hem karistirma hizindaki
hem de siirfaktan konsantrasyonundaki artisa bagli olarak partikiil boyutunun kiigiilmesi, in
Vitro hiperisin salim hizinin artmasiyla sonuglanmistir. ON1-ON2 ve ON3 formiilasyonlarinda
standart sapmalart da goz Oniinde bulunduruldugunda benzer partikiil boyutlarinda
olmalarindan dolay1 salim hizi profilleri de benzerlik gostermistir. Karigtirma hizinin partikiil
boyutunun belirlenmesinde etkili oldugu, PVA konsantrasyonunun ise hem partikiil boyutu
hem de PDI {izerinde etkili oldugu bulunmustur. Ayrica hem karistirma hizindaki hem de
yiizey aktif madde konsantrasyonundaki degisikliklerin, in vitro etkin madde salim hizinin

belirlenmesinde oldukga etkili oldugu belirlenmistir.

Homojenizatérle degisen hizlarda  (10000-20000 rpm) karistirilarak hazirlanan
formiilasyon (ON1-ONS5) calismalarinda partikiil biiyiikliigii 1000 nm’nin iizerinde (mikron
boyutunda) bulundugundan partikiil biytkliigini kiiciiltebilmek igin formiilasyonlarda
karigtirma hizi sabit tutulurken ek karistirma olarak prob sonikasyon uygulanarak formiiller
hazirlanmis (Cizelge 2.4.) ve karakterizasyon calismalar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 3.15.).
Formiilasyonlarda (ONS8-9) ultraturrax ile karistirmaya ek olarak prob sonikasyon
uygulandiginda, ON7 ve ONS5 formiilasyonlarina kiyasla partikiil boyutlar1 yaklasik 3617,00
+ 418,00 nm’den 1532,00 £ 167,00 nm’ye diismiistiir (Cizelge 3.15.). Karistirma hizindaki
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degisim ile partikiillerin PDI degerlerinde bir kiiclilme gézlenmis fakat partikiil biiyiikligii
dagilimlar1 agisindan unimodal dagilimdan uzaklagsarak multimodal dagilim gosteren
partikiiller elde edilebilmistir (Cizelge 3.15. ve Sekil 3.22.). Bu durum homojenizatére ek
olarak sonikasyon uygulamasinin formiilasyonu olusturan fazlarin karisimindaki ajitasyonun
artirmasi ile agiklanabilir. Nanopresipitasyon yonteminde karigtirmanin genellikle mikro
karistirma (diflizyona bagli karisma) ve mezo karistirma (tiirbiilansli karisma) seklinde
uygulandigi goriilmektedir (Tran vd., 2016). Partikiil bitytikliigt dagilimi, mikro karigtirma ve
mezo karistirmanin dengesine baglidir. Ornegin, artan karistirma hizi, hizlandirilmis mikro
karistirma nedeniyle daha kiiciik partikiiller ile sonuglanir. Oysa artan ajitasyon, yani
tiirbiilansh karistirma, fazlardaki doygunlugu azaltir ve sonunda daha biiyiik partikiiller ile
sonuglanir. Ekstra prob sonikasyon uygulamast ile partikiillerin ZP'sini bir miktar diisiirmesine
ragmen (-41,73 = 0,80 mV’den -21,70 £ 2,08 Mv’ye) onemli dlgiide etkilemedigi ve tiim
formiilasyonlarda stabilitenin saglandigi tespit edilmistir (Cizelge 3.15.). Partikiillerde
homojenizatore ek olarak prob sonikasyon uygulamasi ile partikiil biiytikliigiindeki kiigiilmeye
bagli olarak %EE'de azalma gozlenmistir. Etkin maddenin hizli karigtirma ile polimerik
partikiillerin hizla katilagmasi sirasinda polimerik yapi igine yeterince hapsolmasit miimkiin
olamamistir. Daha yavas karistirma ile elde edilen daha biiylik partikiillerde yiikleme
etkinliginin artabildigi gozlenmistir (Budhian vd., 2007). Partikiillerden hiperisinin in vitro
salim, partikiil biiyiikliigliyle ters orantili olarak artmistir ve daha kiiciik partikiillerde daha
yiiksek hizla aciga ¢iktign gozlenmistir (48. saatte ONS icin %82,03 + 0,86 ile ON9 icin
%88,01 £ 0,76 arasinda degisen hiperisin salimi) (Sekil 3.25.). Ultraturrax ile karigtirmaya ek
olarak prob sonikasyon ile partikiil biiyiikliigliniin kii¢iiltiilebilmesine yonelik ¢aligmada
partikiil biiyiikliigii kiiciiltiilebilmis fakat partikiil biiyiikliigi dagilimi agisindan homojen
dagilima sahip partikiiller elde edilemedigi i¢in prob sonikasyon uygulamasi ile istenen

sonuclara ulagilamayacagina karar verilmistir.

Partikl biyiikligini kiiciiltebilmek i¢in su fazi hacminde degisiklik yapilarak
calismalara devam edilmistir. Formiilasyonlarda organik faz hacmi sabit tutulurken su fazi
hacmi azaltilarak (organik faz: su fazi (h/h) 1:5’ten 1:2’ye) formiiller hazirlanmig (Cizelge
2.5.) ve karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir (Cizelge 3.15.). Formiilasyonlarda (ON10-12)
su faz1 hacmi azaltildiginda, ON9 formiilasyonuna kiyasla en kiiciik partikiil biiyiikliigiine 1:4
oraninda (ON10) ulasiimis (580,90 + 3,81 nm), 1:2 oranma inildiginde (ON12) partikiil
biiyiikliigii yeniden yiikselmistir (1781,00 & 192,00 nm) (Cizelge 3.15.). 1:4 oraninda yaklasik
500 nanometre boyutlarina ulasilmasina ragmen partikiillerin PDI degerleri 0,70 seviyelerinde

kalmis, ayrica partikiil biiyiikligii dagilimlan agisindan unimodal dagilimdan uzaklagarak
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bimodal dagilim goriilmiistiir (Sekil 3.22.). Bu durum damlaciklarin koparak partikiil
olusturmasina neden olan enerjinin sabit olmasi ve sulu faz hacminin azalmasina oranla
sisteme uygulanan enerjinin artmastyla aciklanabilir. Ciinkii artik ayn1 miktarda enerji, daha
kiigiik bir hacimde dagilmaktadir ve bu da daha fazla damlacik kopmasina ve daha kiigiik
partikiillerin olusumuna yol acar (Budhian vd., 2007). Su faz1 hacminin degismesine bagli
olarak partikiillerin ZP'si bir miktar artmis, buna ragmen 6nemli dl¢iide ZP’yi etkilemedigi ve
tim formiilasyonlarda stabilitenin saglandigi tespit edilmistir (Cizelge 3.15.). Bu degisim
ayrica su fazi ile daha az miktarda etkin madde etkilesimine bagli olarak %EE'de artmaya
(ON10; 80,38 + 0,06 nm’den ON12; 89,50 + 0,02 nm’ye) neden olmustur. Partikiillerden in
vitro hiperisin salim hizinda, partikiil biiyikligindeki degisime ragmen partikiil
biiyiikliiklerindeki homojen olmayan dagilim sebebiyle bir farklilik elde edilememistir (48.
saatte organik faz: su fazi (h/h) 1:4’ten 1:2’ye sirastyla 87.01 £ 0.60, %87,12 + 0.88 ve %87.59
+ 0.67 hiperisin salimi) (Sekil 3.26.).

Onformiilasyon galigmalarinda daha sonra organik faz hacmi sabit tutularak organik faz
bilesenleri olan DCM:Etanol oranlarindaki degisimin (ON13-15) partikiil karakterizasyonuna
etkileri aragtirllmigtir (Cizelge 2.6.). %EE’leri agisindan degerlendirildiginde DCM:Etanol
oranindaki degisim %EE acisindan degisime sebep olmamis, tiim oranlarda hazirlanan
formiilasyonlar i¢in benzer etkin madde yiiklemesi elde edilmistir Cizelge 3.15. ve Sekil
3.22.’de de goriilecegi gibi bu degisimle hazirlanan formiilasyonlarda yine 1000 nm’nin
listiinde ve bimodal dagilima sahip partikiiller elde edilmistir. Cizelge 3.15.’te ON13-15
formiilasyonlarinin santrifiij 6ncesi partikiil biiyiikliigii 6l¢iimleri de verilmistir. Burada etanol
artis1 ile partikiil biiyiikliigiiniin diistiigii (624,53 + 46,78 nm’den (ON13) 202,00 + 1,44 nm’ye
(ON15) gdzlenmistir. Bu partikiillerde siispande halde iken unimodal dagilim gézlenebilirken
liyofilize edildiginde partikiillerde aglomerasyon olustugu ve partikiil biiyiikligiinde artma
tespit edilmistir (Cizelge 3.15.-Sekil 3.22.). Bu nedenle bu formiillerde in vitro salim galigmasi
yapilmamig ve Oncelikle partikiill biiylikliigiiniin aglomerasyonunu Onlemeye yonelik
calismalara devam edilmistir. Partikiillerin kullanimini sinirlayan en biiyiik sorunlardan biri,
uzun vadede sulu ortamda zayif fiziksel ve kimyasal stabiliteye sahip olmalaridir. Bu nedenle,
nanopartikiil toplanmasimi (literatiirde aglomerasyon veya filizyon olarak da bilinir),
nanopartikiilleri olusturan polimerin bozunmasini ve enkapsiile edilmis etkin maddenin disari
sizmasini Onlemek amaciyla suyun sistemden uzaklastirilmasi gerekir. Dondurarak kurutma
(liyofilizasyon), ¢6ziiciliniin uzaklastirilmasini ve bdylece kat1 bir toz elde edilmesini saglayan
ve Ozellikle PDI'leri agisindan nanopartikiillerin yeterli stabilitesini garanti edebilen en sik

kullanilan tekniklerden biridir. Ancak dondurarak kurutma genellikle nanopartikiiller tizerinde
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stres olusturur ve dolayisiyla hem dondurma hem de kurutma asamalari sirasinda partikiillerin
fiziksel stabilitesini olumsuz yonde etkileyebilir (Zelenkova vd., 2014). Bu nedenle
nanopartikiilleri korumak i¢in genellikle formiilasyona ¢esitli bilesikler (kriyoprotektanlar)
eklenir. Yaptigimiz literatiir arastirmalarinda glikoz, siikroz, trihaloz, mannitol, maltoz ve PVP
gibi kriyoprotektanlarin kullanildigi belirlenmistir (Abdelwahed vd., 2006; Zelenkova vd.,
2014). Tez ¢alismasinda ONI13 formiilasyonunda santrifij asamasmin ardindan
stipernatantdan ayrilan partikiiller, su ile yeniden disperse edilirken %2,5 ve %5 a/h
konsantrasyonda mannitol ilave edilerek partikiiller liyofilize edilmis, ON16 ve ONI17
formiilasyonlar1 hazirlanmistir. ON13 formiilasyonunun siispande haldeki partikiil biiyiikligii
624,53 + 46,78 nm iken, dogrudan liyofilize edildiginde 1891,00 + 325,66 nm, %2,5 a/h
kriyoprotektan ilave edildiginde 947,70 + 124,40 nm (ON16), %5 a/h kriyoprotektan ilave
edildiginde ise 607,20 + 40,95 nm (ON17) biiyiikliige ulastig1 tespit edilmistir (Cizelge 3.15.).
Kriyoprotektan kullanilmadan liyofilize edildiginde biiyliyen ve =zor disperse olan
partikiillerin, %2,5 ve %5 a/h mannitol ilave edildiginde partikiill biiyiimesinin
engellenebildigi ve su ile redispersiyonunun kolaylastigi belirlenmistir. Ayrica ZP’lerindeki
benzerlik de partikiil stabilitesinin korundugunu gdstermektedir. Partikiil biiylimesi agisindan
%S5 a/h kriyoprotektan kullanimina karar verilmistir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda
kriyoprotektan ilavesi yapilmamistir ¢iinkii kriyoprotektanlarin sagladigi stabilizasyon
seviyesinin  konsantrasyonlarina  bagli oldugu ve yilksek konsantrasyondaki
kriyoprotektanlarin nanopartikiillerin stabilitesini olumsuz yonde etkileyebilecegi rapor
edilmistir (Zelenkova vd., 2014). Kriyoprotektan icermeyen ON13 formiilasyonunda %EE %
85,29 + 0,34 iken, farkli oranda mannitol kullanilarak liyofilize edilen formiilasyonlarda

(ON16 ve ON17) bu deger %99-100’e yiikselmistir (Cizelge 3.15.).

Daha sonra ON14 ve ON15 formiilasyonlarma %3 a/h mannitol kriyoprotektan olarak
ilave edilip ON18 ve 19 formiilasyonlar1 hazirlanmstir. Ayrica organik faz hacmi 5 ml’den
10 ve 15 ml’ye ¢ikartilarak (Yag fazi: su fazi hacmi degisimi 2:5 ve 3:5) ON20 ve ON21
formiilasyonlari ile polimer miktar1 50 mg ve 200 mg (polimer: liyofilize ekstre orani degisimi
1:2 ve 2:1) kullanilarak ON22 ve ON23 formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 2.7.). Cizelge
3.15.’te verilen sonuglara gére DCM’nin organik fazdaki orami artirildiginda, partikiillerin
biiyiikliigii ve polidispersitesi onemli dlciide artmistir (DCM:Etanol 1:4 (ON19) i¢in 451,70 +
0,42 nm, 1:1 (ON17) i¢in 607,20 £+ 40,95 nm ve 4:1 (ON18) i¢in 580,80 + 90,36 nm). Bu sonug
DCM’nin etanolden daha az polar olmasi sebebiyle organik faz damlaciklarinin sulu faz
boyunca dagilimini engellemesinden kaynaklanmaktadir (Chorny vd., 2002; Ribeiro vd.,

2013). Ayrica etanoliin artirilmasi, organik ¢ozeltideki PCL ¢oziiniirligiinii azaltmis; bu da
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sulu fazla temas halinde polimerin erken ¢6kmesine ve birincil nanodamlacik merkezinden
daha kisa bir mesafede polimerik bir duvarin olusmasina neden olmus ve bdylece daha kiigiik
partikiil boyutu elde edilmistir. Organik fazdaki etanol oranindaki artisa bagh olarak (ON19)
partikiil bitytikligiiniin kii¢iilmesi, salimin artmasina neden olmustur (Sekil 3.27.). Alternatif
olarak, organik ¢oziiciilerin buharlasma hizinin artmasiyla (ON18) birlikte baslangictaki etkin
madde salimim hizindaki artis, esas olarak partikiil boyutundan ziyade polimerik matrisin artan
gozenekliligi ile de iligkili olabilir. DCM:etanol oranindaki degisimlerin partikiillerin ZP'sini

onemli dl¢iide etkilemedigi ve tiim formiilasyonlarda stabilitenin saglandig tespit edilmistir.

Formiilasyonlarda organik faz hacmi artirildiginda (ON20-21), partikiil biiyiikliigiinde
biiyiime tespit edilmis ve 15 ml organik faz orani ile hazirlanan partikiillerde (ON21) partikiil
biiytikligii yeniden 1045,00 + 67,24 nm’ye yiikselmistir (Cizelge 3.15.). Buna ek olarak
partikiillerin PDI degerleri 0,70 seviyelerinde kalmais, partikiil biiyiikliigii dagilimlari agisindan
unimodal dagilimdan uzaklasarak bimodal dagilim gosteren partikiiller elde edilmistir (Sekil
3.22.). Bu durum damlaciklarin koparak partikiil olusturmasina neden olan enerjinin sabit
olmasi ve sulu faz hacmine oranla organik faz hacmi artmasiyla agiklanabilir. Ciinkii artik ayni
miktarda enerji, daha biiyiik bir hacimde dagilmaktadir ve bu da daha az damlacik kopmasina
ve daha biiyiik partikiillerin olusumuna yol agar (Budhian vd., 2007). Organik faz hacminin
degismesine bagl olarak partikiillerin ZP'si bir miktar artmis, ancak tiim formiilasyonlarda
stabilitenin saglandig tespit edilmistir. Organik faz hacminin 5 ml’den (ON17) 10 ml (ON20)
ve 15 ml (ON21)’ye yiikseltilmesi organik faz buharlasma siirecini uzattig1 igin etkin
maddenin polimerde hapsolma derecesi de bir miktar azalmis ve 5 ml’de ON17
formiilasyonunda % 99,37+0,21 olan %EE, 15 ml organik faz kullamldiginda (ON21) %
92,27+0,12 ye diismiistiir (Cizelge 3.15.). Organik faz hacmi artirildiginda partikiil biiyiigiiniin

artmasina bagl olarak in vitro hiperisin salim hizinda da azalma gozlenmistir (Sekil 3.28.).

Polimer- liyofilize ekstre orami arttiginda (ON23) partikiil biiyiikliigii ve PDI'de artis
gozlenmistir (Cizelge 3.15.). PCL miktarindaki azalma (ON22) ise partikiil biiyiikliigiinde
beklenmedik bir artisa yol agmistir. Fakat standart sapmalar1 géz oniinde bulunduruldugunda
partikiil biyiikliigiinde 6nemli degisiklik elde edilemedigi goriilmiistiir. Bu degisiklik, polimer
miktarindaki degisim ve PVA'nin stabilite i¢in yeterli gelmemesi, buna bagli olarak da stabil
olmayan partikiillerin agregasyonu ile agiklanabilir (lbraheem vd., 2014). Partikil
biytikligiine bagl olarak in vitro hiperisin salim hizinda da degisiklik saglanamadig

gozlenmistir (Sekil 3.29.).
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ON19 formiilasyonunun partikiil biiyiikliigii ve partikiil biiyiikligii dagiliminda
iyilesme elde edilebildigi i¢in organik faz bileseni DCM yerine hiperisinin ¢éziiniirliigiiniin
nispeten daha iyi oldugu aseton kullanilarak 6n deneme yapilmistir (Cizelge 2.8.).
ON24-ON27 nanopartikiil formiilasyonlarinda partikiillerin enkapsiilasyon etkinliginin
%84.87 £ 0.09 ve daha yiiksek oldugu bulunmustur. PDI degerleri agisindan bu formiillerin
daha dar partikiil biyiikliigii dagilimina sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.15. ve Sekil
3.22.). Formiilasyonlarda PCL miktar1 artirildiginda (ON24-25 ve ON27) hem partikiil
biiylikliigli hem de %EE anlaml sekilde artmigtir. Organik faz: su fazi hacmi oranindaki
degisimde ise (ON25-26) hem partikiil biiyiikliigii hem de %EE acisindan anlamli bir fark
bulunamamustir. In vitro salim profilleri karsilastirildiginda, formiilasyonlarda PCL miktari
artirildiginda (ON24-25 ve ON 27) partikiil biiyiikliigii artisiyla ters orantili olarak in vitro
saliminda da azalma tespit edilmistir (Sekil 3.30.). Organik faz: su faz1 hacmi oranindaki
degisiminde ise (ON25-26) partikiil biiyiikliigii degismedigi icin in vitro hiperisin saliminda
da farklilik gozlenmemistir (Sekil 3.31.). Bu partikiiller ile yola ¢ikilarak deneysel tasarim
modellemesi yapilmig, karakterizasyon caligmalar1 gergeklestirilmis ve nihai optimum

nanopartikiil formiilasyon ¢aligmalarina devam edilmistir.

Design-Expert yazilimi kullanilarak ii¢ seviye ve ii¢ tekrarla toplam yirmi yedi ¢aligma
olarak tasarlanan ve iiretilen nanopartikiil DoE verilerinin (Cizelge 3.16.), CCD metoduyla
elde edilen ¢oklu regresyon analizi sonuglar1 Cizelge 3.17.’de ve degiskenlere baglh olarak

elde edilen yanitlara ait 3B RSM grafikleri olusturulmustur (Sekil 3.32.).

DoE sonuglarima gore nanopartikiillerin %EE (Y1) verileri, regresyon analizi
kullanilarak Y1 yanitin1 tahmin etmek i¢in uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak 6nemli

olmayan terimler goz ardi edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Y1=91,59361 + 0,036063 * X1 — 3,34794 * X; Esitlik 4.1.

ANOVA sonuglaria gore modelin F-degeri (165,0) oldukca yiiksek bulunmus ve
istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (p<0,0001) (Cizelge 3.17.). Tasarimda
gerceklestirilen 27 deney arasindan en diisiikk %EE degeri %89,15, en yiiksek %EE degeri
%99,95 olarak elde edilmistir. Hidrofobik piperinin nanopresipitasyon yontemi ile PCL
nanopartikiillere yiiklenmesi sonucu %EE degeri %84,8 + 3,5 olarak bildirilmistir (Coco vd.,
2023). Ancak bu tez ¢alismasinda ayn1 yontem ve polimerle yine hidrofobik bir etkin madde
olan H.perforatum ekstraktinin nanopartikiilleri hazirlandiginda elde edilen daha yiiksek %EE

degerleri H.perforatum ekstresinin hidrofobik PCL zincirlerine yiiksek afinitesi ile
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aciklanabilir. Polimer konsantrasyonundaki artisin %EE’yi artirdigi gézlemlenmistir (Sekil
3.32.A ve Cizelge 3.17.). Polimer konsantrasyonunun etkisi, etkin maddenin organik
¢ozeltideki ¢oziniirligine ve etkin madde-polimer etkilesimlerine baglidir. Yiiksek
konsantrasyonlu ¢ozeltilerde, polimer siirekli fazin yilizeyinde hizla ¢oker ve etkin maddenin
bu faz sinirii gegisini engeller. Ayrica, konsantre polimer ¢ozeltileri, yiiksek viskoziteli bir
ortam olusturarak etkin maddenin polimerik partikiillerden salimin geciktirir. Bu durum, daha
kalin bir polimer matris kaplamasiyla sonuglanarak enkapsiilasyonu sinirlar (Akmal Johari
vd., 2024, Patel vd., 2022). Stabilizor olarak nanopartikiillerin dis ylizeyinde PVA varligi,
%EE’yi 6nemli 6l¢iide etkiler. Esitlik 4.1.”de negatif katsay1 PVA konsantrasyonunun artmast
%EE iizerinde negatif etkiyi agiklamaktadir. Kullanilan PVA miktar1 arttikca,
nanoemiilsiyonlarin viskozitesini ylikseltir ve bu durum %EE’nin azalmasina neden olur
(Akmal Johari vd., 2024). Ayrica, Esitlik 4.1.’de verilen katsayilar karsilastirildiginda, PVA
konsantrasyonuna ait katsayinin PCL’nin katsayisindan yiiksek olmasi (3,34794 > 0,036063),
PVA’nin %EE izerindeki etkisinin polimer konsantrasyonundan daha fazla oldugu
gostermistir. Bu durum, Patel vd. (2022)’nin de ileri siirdigii gibi yiiksek yiizey aktif madde

seviyelerinin i¢ fazdan dis faza hiperisinin gegisini artirmasiyla agiklanabilir.

Partikiil biytikligi (Y2) ve PDI (Y3)’y1 tahmin etmek igin uygun ikinci dereceden

denklem, istatistiksel olarak 6nemsiz terimler géz ardi edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Y2 = 346,04167 + 0,862800 * X; —570,80556 * Xz — 0,372000 * X1 X2 Esitlik 4.2.

Y3=0,660694 + 0,001193 * X; — 1,66806 * X2 —0,001800 * X1X: Esitlik 4.3.

ANOVA sonuglarina gore modellerin F-degerleri (Y2 i¢in 131,01 ve Y3z igin 55,13)
oldukea yiiksek bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli olduklar1 belirlenmistir (p<0,0001).
En kiigiik partikiil bityiikliigii 175,11 nm, en biiyiik partikiil biiyiikliigii ise 281,04 nm olarak
elde edilmistir. Literatiirde partikiil bilyiikligiiniin yaklasik 200-300 nm araliginda oldugunda
topikal uygulama i¢in uygun oldugu belirtilmistir (Coco vd., 2023). Bu agidan elde edilen
partikiil biyiikligi araliginin uygun oldugu diisiiniilmektedir. PDI, numunedeki partikiil
biiylikliigl dagiliminin homojenligini gésteren bir dlgiittiir ve 0,5'ten diisiik PDI degerleri dar
biiytlikliik dagilimin ifade eder. Calismamizda en kiigiik PDI 0,03 ve en biiyiik PDI ise 0,35
olarak elde edilmistir. Polimer miktarindaki artis partikiil biiylikliigii ve PDI degerlerini
artirmistir (Sekil 3.32.B,C ve Cizelge 3.17.). Bu durum, polimer miktarinin artmasiyla organik
fazin viskozitesinin artmasina baglanabilir. Yiiksek polimer konsantrasyonu, nanopartikiillerin

sulu ¢ozeltide zay1f bir dagilim gdstermesine ve daha homojen partikiil dagilimlarina yol acar
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(Bhattacharya, 2022; Diwan vd., 2021). PVA konsantrasyonu partikiil biiyiikliigii ve PDI
degerlerini olumsuz etkiler. PVA, nanopartikiiller ile dagilim ortami arasindaki yiizey
gerilimini azaltarak nanopartikiillerin koalesansin1 ve agregasyonunu onler. Ayrica, PVA
konsantrasyonunun partikiil biiyiikliigii ve PDI iizerinde polimer miktarina gére daha biiytik
bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir (Esitlik 4.2. ve 4.3.). Partikiil biyiikligi, PVA
konsantrasyonu ve PCL miktar1 degiskenlerine bagli olsa da, elde edilen yanit bu iki faktoriin
birlesik etkisinden de 6nemli 6l¢giide etkilenmektedir. Bu etkinin negatif olmasi, degiskenlerin
etkilesiminin daha kiiciik boyutlu partikiillerin elde edilme olasiligim artirdigim
gostermektedir. Bu durum, PV A konsantrasyonunun partikiil biiyiikliiglinii azaltmada birincil
faktor oldugunu, ancak PCL konsantrasyonunun da gerekli oldugunu bir kez daha

dogrulamaktadir (Kasinathan vd., 2016).

ZP (Y4) verileri regresyon analizi kullanilarak modellenmistir. ZP’yi tahmin etmek i¢in

uygun ikinci dereceden denklem asagidaki gibidir:

Y4 =19,93014 + 0,033753 * X1 — 79,56806 * X Esitlik 4.4.

Modelin F-degeri (23,97) olduk¢a yiiksek bulunmus ve istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlenmistir (p<0,0001) (Cizelge 3.17.). En kiigiik ZP -24,15 mV, en biiyilik ZP ise -
5,33 mV elde edilmistir. Tiim formiilasyonlarda gézlenen negatif ZP, negatif yiiklii PCL ve
PVA'ya baglanmaktadir (Diwan vd., 2021). Sekil 3.32.D ve Cizelge 3.17. incelendiginde, PCL
konsantrasyonundaki artisin, PCL'nin anyonik yapisi nedeniyle negatif ZP degerini artirdigini
dogrulamigtir. Ayrica, PVA konsantrasyonundaki artisin da negatif ZP degerini artirdigi
gozlenmistir (Bhattacharya, 2022). PVA gibi bir yiizey aktif madde, emiilsiyon olusumunda
stabilize edici ajan olarak 6nemli bir rol oynar (llhan vd., 2022). Stabilizerin tiirii ve
konsantrasyonu, emiilsiyonun olusumu ve stabilitesini etkileyebilir. Sistem i¢indeki toplam
ylizey alani, daha kiigiik partikiillerin sayisinin artmasiyla artar ve bu durum, yiizey aktif
maddeyle kaplanan partikiil sayisinin artmasma bagli olarak toplam yiizey aktif madde
seviyesinin yiikselmesine neden olur. Kullanilan yiizey aktif madde iyonikse, yiizey aktif
maddenin tiirline bagh olarak ZP degerinde artis veya azalis gozlenebilir. Bu deneyde
kullanilan PVA iyonik olmayan bir yiizey aktif maddedir (Kasinathan vd., 2016). Yiiksek ZP
(£30 mV) partikiil stabilitesi i¢in gereklidir (Ilhan vd., 2022). Bilindigi gibi, notr veya hafifce
yiikli nanopartikiil dispersiyonlar1 (ZP < +10 mV) uzun siireli depolama sirasinda
koagiilasyon, flokiilasyon ve/veya aglomerasyon egilimindedir (Ozturk vd., 2024). Ancak, bu

aralik partikiil buytkligi, konsantrasyon ve diger faktorlere bagli olarak degisebilir.
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Hazirlanan formiilasyonlarin bazilarinda -10 mV’nin tizerinde ZP degerleri elde edilmesine

ragmen ¢ogunlukla stabil formiilasyonlar elde edilebilmistir (Cizelge 3.16.).

CCD tasarim ile elde edilen nanopartikiillerin %LC (Ys) verileri, regresyon analizi
kullanilarak modellenmis ve yaniti tahmin etmek i¢in olusturulan uyarlanmis ikinci dereceden
denklem, istatistiksel olarak anlamli olmayan terimler goz ardi edilerek, uygun ikinci

dereceden denklem agagidaki gibidir:

Ys =8.03853 — 0.025397 * X; Esitlik 4.5.

Yukaridaki regresyon modeli, ANOVA analiz sonuglarina gore istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (Cizelge 3.17.). Modelin F-degeri (115.02) oldukga yiiksek ve p<0.0001
olarak belirlenmistir. Tasarim kapsaminda gergeklestirilen 27 deneysel ¢alisma arasinda, en
disik %LC %8,79 ve en yiiksek %LC %11,75 bulunmustur. Sonug¢ olarak, polimer
konsantrasyonu arttik¢a nanopartikiillerin %EE degeri yiikselirken, %LC degerinde bir azalma
gozlenmistir (Sekil 3.32.E). Artan viskozite, nanopartikiillerdeki toplam PCL Xkiitlesini
artirarak, hiperisinin toplam nanopartikiil kiitlesine oranini azaltir ve bu durum %LC degerini
diisirmektedir (Byun vd., 2011). %LC, nanotasiyicilarin sekli, gozenekliligi, bilesimi ve
partikiil boyutuna baglhdir (Ozturk vd., 2024). Genellikle, partikiil blyiikligi ve %LC
arasinda ters bir iligki bulunmaktadir. Bu durum, partikiil bityiikliigiindeki kiigiilmenin, etkin
maddenin enkapsiile edilebilecegi daha fazla alan olusturdugunu ve dolayisiyla %LC degerini
artirdigin1 gostermektedir. Dolayisiyla, artmis PCL miktar1 ve azalmis PVA konsantrasyonu
ile elde edilen daha biiyiik partikiil biiyiikliigii degerleri, etkin madde yilikleme kapasitesinin

azalmasina yol agmaktadir.

%Kiimiilatif ACEM (48.sa) (Ys) verileri, regresyon analizi kullanilarak modellenmistir.

Y6’y1 tahmin etmek i¢in uygun ikinci dereceden denklem su sekildedir:

Ye = 100,661 — 0,450931 * X3 + 24,93297 * X; Esitlik 4.6.

Modelin F-degeri (243,77) oldukga yiiksek bulunmus ve istatistiksel olarak anlaml
oldugu belirlenmistir (p<0,0001) (Cizelge 3.17.). En diisiik kiimiilatif ACEM %23,92, en
yiiksek kiimiilatif ACEM ise %86,99 olarak elde edilmistir. Sekil 3.32.F ve Cizelge 3.17.'da
de goriildiigii gibi, PCL miktarinin artirilmast ve PVA konsantrasyonunun azaltilmasi,
kiimiilatif agiga ¢ikan etkin madde miktarin1 azaltabilir. Partikiil biiyiikliigtiniin, etkin madde

salimi iizerinde dogrudan bir etkisi bulunmaktadir. Partikiil biiyiikliiglinlin kiigiiltiilmesi,
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nanopartikiillerin yilizey alanini artirarak etkin madde salim hizini artirabilir. PCL miktarimin
artirllmas1 ve PVA konsantrasyonunun azaltilmasi, partikiil biiyiikliiglinii artirarak, etkin
maddenin ge¢mesi gereken yolu uzatmakta ve bu durum, kiimiilatif etkin madde salim

miktarinin azalmasina neden olmaktadir (Son vd., 2017).

Belirli faktor ve yanitlar iizerinde elde edilen kisitlamalarin ardindan, yazilim bagimsiz
degiskenler icin birden fazla tahmin oram1 olusturmustur. Optimizasyon, desirability
fonksiyonunun sayisal analizi yoluyla gergeklestirilmis ve hedeflerin tanimlanmis bir aralikta
kalmas1 saglanirken belirlenen kisitlamalara bagli kalinmgtir. Liyofilize ekstre yiikli
nanopartikiillerin hazirlanmasinda, istenen parametreler arasinda deneysel aralikta %EE, 200-
1000 nm arasinda partikiil biiyiikliigii, 0,4'{in altinda PDI, -10 mV'nin altinda ZP yer alirken,
%LC ve %ACEM maksimum seviyeye ¢ikarilmistir. Bu kosullar altinda, istenirlik fonksiyonu
0,943 olarak elde edilmistir. Design-Expert yazilimi, 62,5 mg PCL ve %1,00 (a/h) PVA
konsantrasyonu igeren optimal deneysel parametreleri onermistir (Sekil 3.33. ve Cizelge
3.18.). Cizelge 2.10.°da igerigi verilen bu formiilasyon, optimum formiilasyon olarak
tanimlanmis ve detayli karakterizasyon analizlerine tabi tutulmustur. Gozlemlenen yanit
degerleri, tahminlerle biiyiik 6l¢iide uyum gostermistir (Cizelge 3.18.). Bu bulgular, CCD
yaklagiminin nanopartikiil {iretim siirecini etkili bir sekilde modelledigini, giivenilir tahminler

ve basarili optimizasyon sagladigin1 dogrulamaktadir (Beg vd., 2019; Haider vd., 2021).

Sekil 3.34. liyofilize H.perforatum ekstresinin, optimize edilmis nanopartikiil
formiilasyonuna kiyasla tiim ornekleme zamanlarinda anlamli derecede daha yiiksek bir
kiimiilatif salim gosterdigini ortaya koymaktadir. 24 saatlik bir siire sonunda ekstre icin
%98,55 ve optimize nanopartikiil i¢in %74,78'lik degerler elde edilmistir. Optimize
nanopartikiildeki azalmis %kiimiilatif ACEM, PCL polimerinin enkapsiilasyon 6zelliklerine
baglanabilir. PCL, hiperisin (Nafee vd., 2013), piperin (Coco vd., 2023), Curcuma longa
(Kasinathan vd., 2016; Teixeira vd., 2022), silnidipin (Diwan vd., 2021), eksemestan (Kumar
ve Sawant, 2013), kafein (Massella vd., 2018) ve silibinin (Patel vd., 2022) gibi bilesiklerle
yapilan ¢aligmalarda yaygin olarak kullanilmis ve siirekli ve uzun siireli etkin madde salim
profilleri elde etmek igin potansiyel bir polimer oldugunu kanitlamigtir. Nafee vd. (2013)
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada, fotodinamik tedavi ve yara iyilestirme uygulamalari
icin hiperisin yiikliit PCL-PEG nanopartikiilleri incelenmis; pH 7,4 PBS ortaminda ilk 30
dakika i¢inde %22'lik bir baslangi¢c salimi, ardindan 6. saatte %67'ye ve iki giin igerisinde
%87'ye ulasan kademeli bir salim rapor edilmistir. Bu durum, 48 saate kadar siiren siirekli bir

salim saglandigin1 gostermektedir. Benzer sekilde, Coco vd. (2023) tarafindan terapdtik

193



amaglarla piperin yiiklii PCL nanopartikiiller gelistirilmis ve saf piperinde benzer bir salim
profili gézlemlenmistir; ilk 8 saat i¢inde yaklasik %12'lik bir piperin salim ve dort giinliik bir
stirede %50'den daha az bir salim bildirilmistir. Bu bulgular, PCL'nin hidrofobik ekstraktlar
icin uzun siireli salim profilleri saglamada etkili bir tasiyici polimer oldugunu gostermektedir.
PCL'nin hidrofobik 6zellikte olmasi nedeniyle yavas biyobozunabilirligi, kontrollii salim
davranisin1 daha da desteklemektedir. Etkin madde molekiillerinin ¢6ziinme ortamina difiize
olabilmesi i¢in, suyun hidrofobik PCL matriksine niifuz etmesi gerekmektedir ve bu siire¢
dogal olarak gecikmelidir. Bu 6zellik, amorf bdlgeden salim ortamina dogru olan ekstrakt
hareketinin simirlanmasiyla baslangigtaki yiiksek salim etkisini minimize etmektedir. ilerleyen
asamalarda, hiperisin salim1 polimer erozyonu ve polimerik matriksten ekstrakt difiizyonu
tarafindan kontrol edilen daha yavas bir hizda devam etmektedir. PCL'nin sulu ortamlardaki
yavag bozunma hiz1 géz 6niinde bulunduruldugunda, kontrollii ve siirekli etkin madde salimini
mimkiin kilmakta ve bu tiir uygulamalar i¢in ideal bir ila¢ tasiyici olarak 6ne ¢ikmaktadir

(Coco vd., 2023; Nafee vd., 2013; Pourhojat vd., 2016).

Alt1 farkli matematiksel model (sifir derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer—
Peppas, Hixson—Crowell ve Weibull) tiizerinden hem optimize edilen ekstre yiikli
nanopartikiil formiilasyonu hem de liyofilize ekstreden hiperisinin ¢oziinme hiz1 kinetigi
degerlendirilmistir. Her bir modelin uyumu; DDsolver kullanilarak Cizelge 3.19.’da verildigi
gibi R? (korelasyon katsayis1), AIC (Akaike Bilgi Kriteri), MSC (Model Segim Kriteri) ve bazi
model parametreleriyle karsilagtirilmistir (Muhtadi vd., 2020). Optimize edilmis nanopartikiil
formiilasyonu ve liyofilize H.perforatum ekstresi i¢in en yiiksek determinasyon katsayisinin
(R?) Weibull modeli ile elde edildigi goriilmiistiir (sirastyla R? = 0,9396 ve 0,9660). Bu durum,
her iki sistemin salim davraniginin Weibull modeline uygun oldugunu goéstermektedir. Ayrica,
Weibull modeline ait en diisiik AIC degerlerinin (26,4110) bu model i¢in kaydedilmesi,
modele yiiksek derecede uyum gosterdigini kanitlamaktadir. Weibull modeli, literatiirde
polimerik matris tipi partikiillerin salim profillerini degerlendirmek i¢in kullanilan
modellerden biridir ve bu tez calismasinda iiretilen nanopartikiillerden hiperisinin agiga
¢ikabilmesi i¢in salimda rol oynayan temel mekanizmalar, ¢oziiciilerin etkisi ve difiizyon
tarafindan kontrol edilmektedir (Estevinho vd., 2021). Korsmeyer-Peppas modeli de
nanopartikiil formiilasyonu (R? = 0,8174) ve liyofilize ekstre (R? = 0,7686) i¢in oldukga iyi bir
uyum gostermistir. Korsmeyer-Peppas modeli i¢in elde edilen n degerleri sirasiyla 0,3674 ve
0,2855 bulunmus olup, bu degerler Fick difiizyon mekanizmasina isaret etmektedir (n<0,45)
(Ahmady vd., 2022; Estevinho vd., 2021). Bu bulgu, hiperisinin saliminda difiizyonun baskin

bir rol oynadigimi gostermektedir. Birinci derece kinetik model incelendiginde, liyofilize
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ekstre igin yiiksek bir R? degeri (0,9802) elde edilirken, nanopartikiil formiilasyonu i¢in daha
diisiik bir R? (0,6831) degeri kaydedilmistir. Bu durum, liyofilize ekstreden hiperisin salim
mekanizmasinin daha ¢ok konsantrasyona bagli oldugunu, nanopartikiil formiilasyonunda ise
salimin daha karmasik mekanizmalarla (6rnegin, polimer matristen difiizyon ve erozyon
kombinasyonu) gergeklestigini diistindiirmektedir (Ahmady vd., 2022; Estevinho vd., 2021;
Javaid vd., 2021). Sifir derece, Higuchi ve Hixson-Crowell modelleri her iki sistem igin de
daha diisiik R* ve yiliksek AIC degerleri gostermis, bu da bu modellerin salim profillerini
yetersiz sekilde temsil ettigini ortaya koymustur. Her iki sistem i¢in de salim verilerinin en iyi
sekilde Weibull modeli ile tanimlandig1, nanopartikiil formiilasyonunda ise ayrica Korsmeyer-

Peppas modelinin difiizyon kontrollii salim mekanizmasini destekledigi diisiiniilebilir.

H.perforatum yiiklii nanopartikiil hazirlanmasinin temel nedenlerinden biri hem
hiperisinin sulu ortam sabilitesini artirmak hem de deri gibi dis yiizeye uygulandiginda 151k
maruziyeti sebebiyle fotostabilite sorununu onlemekti. Fotostabilite ¢calismalarinda, hiperisin
stabilitesinin ekstrakt formiilasyonu ve optimize nanopartikiill formiilasyonu {izerinde
karsilastirilmasi yapilmistir. Sekil 3.35.’te gosterildigi lizere, ekstrakt formiilasyonunda giines
15181ina maruz birakma sonrasinda hiperisin miktarinda belirgin bir azalma gozlenmistir.
Ozellikle, 7 giin siireyle giin 15181nda bekletilen ekstrakt ¢dzeltisinde hiperisin miktar1 %65,01
seviyelerine kadar gerilemistir. Optimize edilmis nanopartikiil formiilasyonu ise, fotostabilite
acisindan {istiin bir performans sergilemistir. Nanopartikiil formiilasyonunda, giines 1s181na
maruz kalma sonrasinda dahi hiperisin miktarinda anlamli bir azalma goézlemlenmemis;
baslangic hiperisin diizeyi biiyiik oranda korunmustur. Kromatografik analizler de bu durumu
desteklemis ve ekstrakt ile nanopartikiil formiilasyonlarinin 1s1k stabilitelerinde belirgin bir
fark olusturdugunu gdstermistir. Bu sonuglar, farkli yapida partikiil caligmalarinda oldugu gibi
(Galinari vd., 2022; Lima vd., 2013; Youssef vd., 2012), PCL igerisinde enkapsiile edilen
hiperisinin, polimer yapisinin sagladigi koruma etkisiyle fotodegradasyondan korunabildigi

kanitlanmustir.

Nanopartikiil formiilasyonlarinda polimer etkin madde etkilesimi tayini igin liyofilize
H.perforatum ekstresi, PCL polimeri, fiziksel karisim ve optimize edilmis H.perforatum yiiklii
nanopartikiil formiilasyonuna ait DSC termogramlart incelenmistir (Sekil 3.36.).
H.perforatum ekstresine ait termogramda literatiirle uyumlu sekilde karakteristik bir erime
piki gozlenmezken, PCL polimerinin termograminda ise, karakteristik erime pikinin yaklagik
60°C civarinda oldugu ve bu degerlerin literatiirle uyumlu oldugu gorilmiistiir (Sekil 3.36.B)

(Pourhojat vd., 2016). Fiziksel karigimin termograminda (Sekil 3.36.C), hem liyofilize
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ekstreden hem de PCL'den kaynaklanan piklerin korunarak izlendigi, ancak kii¢iik kaymalar
ve genlik degisimleri olustugu gézlemlenmistir. Bu durum, liyofilize ekstreden ve polimerden
gelen bilesikler arasinda fiziksel bir karisim oldugunu, fakat kimyasal bir etkilesim veya
kompleks olusumu bulunmadigint gostermektedir. Optimize edilmis nanopartikiil
formiilasyonuna ait termogramda (Sekil 3.36.D) ise, ekstreden kaynaklanan karakteristik
endotermik piklerin kayboldugu veya belirgin sekilde azaldigi goriilmiistiir. Bu sonug,
hiperisin ve diger aktif bilesenlerin PCL matrisi icerisinde basarili sekilde enkapsiile edildigini
ve amorf yapida oldugunu gostermektedir. Ayrica, aktif maddelerin polimer matrisine
molekiiler diizeyde dagildigi ve kristal yapinin kayboldugu da bu bulgularla
desteklenmektedir. Bu bulgular, nanopartikiil tiretim siirecinin etkinligini ve formiilasyondaki
bilegenler arasinda iyi bir uyum saglandigin1 gostermekte; stabil, homojen bir sistem elde

edildigini ortaya koymaktadir.

Optimize edilmis H.perforatum yiiklii nanopartikiil (A), bos PCL nanopartikiil (B) ve
liyofilize H.perforatum ekstresine (C) ait FTIR spektrumlari (Sekil 3.37.) karsilastirmali
olarak incelenmistir. Liyofilize H.perforatum ekstresi, 3278cm™" de OH grubuyla iliskili
genis bir transmittans bandi gostermektedir. Yaklasik 2916 ve 1278 cm 'deki sinyaller
sirastyla C-H asimetrik gerilmeye ve CCO gerilmesine aittir. 1636 ve 1078 cm ™ de gozlenen
zirveler sirasiyla C=0 gerilmesine ve C-O gerilmesine ait oldugu diistiniilmektedir. Bos PCL
nanopartikiil spektrumu, karbonil grubu C=Q'ya bagli 1723 cm™* de giiglii bir karakteristik
bant vermistir. CHz'nin asimetrik ve simetrik gerilmesine bagli, sirasiyla 2942 cm™ ve 2866
cm ™ de iki titresim band1 gézlenmistir. Ayrica, 1291 cm™ deki bant, PCL'nin kristal fazdaki
C-C ve C-O gerilmelerine atanirken, 1178 ¢cm™ ve 1163 cm™ deki bantlar, sirasiyla amorf
fazdaki simetrik C-O-C gerilmesi ve C-O, C-C gerilmesinden kaynaklanmaktadir. Bu
calismada kaydedilen bu degerler literatiirde verilen verilerle uyum saglamaktadir (Mouro vd.,
2021; Mutlu vd., 2022). Analizi yapilan liyofilize ekstre yiiklii partikiiliin spektrumu hem PCL
(3000-400 cm™* araliginda) hem de liyofilize ekstre (3500-3100 cm™ aralifinda) ile ilgili
absorpsiyon bantlar1 igin bantlar sergilemistir. Bununla birlikte, liyofilize ekstre varliginda
PCL ile arasinda kimyasal etkilesim gdsteren yeni bir bant olusumu gézlenmemistir. Fakat
hidroksil ve karbonil gruplarina ait bolgelerde kaymalar ve bant genislemeleri meydana
gelmistir. Bu degisiklikler, etkin maddenin polimer matrisine basariyla enkapsiile edildigini
ve enkapsiilasyonun fiziksel mekanizmalarla (adsorpsiyon veya matris igine dagilma)

gergeklestigini desteklemektedir.
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Caligsma siirecinde incelenen literatiirlerden elde edilen bilgiler 15181nda, 3B baski ile en
uygun film formiilasyonunun gelistirilmesi ic¢in kullanilacak etkin madde ve polimerlerin
ozellikleri dikkate alinarak klasik ¢oziicli dokme yontemiyle, tamamiyla bir 6n hazirlik olarak

gerceklestirilen ¢esitli 6n formiilasyon galigmalarina ait bulgular Cizelge 3.20.’de verilmistir.

Oncelikle farkli molekiil agirlikli kitozanlarin borik asitle birlikte hazirlanmasinda borik
asidin etkisini tespit etmek amaciyla borik asitli (OF2, OF4, OF6, OF8) ve borik asit
icermeyen (OF1, OF3, OF5, OF7) formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge 2.11.). Filmi
olusturan jelde agirlikca %3 a/h borik asit igceren formiillerde homojen film olusumu
gergeklesmemis, kristallenerek ¢okme meydana geldigi tespit edilmistir (OF2, OF4, OF6,
OF8). Elde edilen filmlerin kalinlik &lgiimleri yapilmustir. Coziicii dokme ydntemiyle
hazirlanan film numunelerinin her birinin farkli bolgelerinden 1 cm x 1 cm boyutunda kesitler
almarak her kesit i¢in mikrometre kullanilarak kalinliklar1 6lgiilmiistiir. Kalinlik 6lgtimleri
incelendiginde gliserol ilavesinin (OF1°den OF3’e) film kalinliklarinda artisa neden oldugu
goriilmistir (Cizelge 3.20.). Borik asit igeren film hazirlayabilmek i¢in filmi olusturan jelde
agirlikca %3 a/h borik asit icerecek sekilde hazirlandiginda formiillerde fazla borik asit olmasi

nedeniyle kristallenerek ¢okmeye neden oldugu diigiiniilmiistiir.

Bunun {izerine birim yiizey alanli (1 cm x 1 cm) kuru filmin agirligina gore borik asit
miktar1 hesaplanarak kuru film agirligina gore %3 a/a borik asit icerecek sekilde denemelere
devam edilmistir. Kuruma siiresini kisaltmak i¢in plastizer orani da diisliriilmiistiir (Cizelge
2.12.). Borik asit orani birim yiizey alanina sahip kuru filmin agirligina gore hesaplanarak
hazirlanan filmlerde (OF9-OF10), onceki film galigmalarma kiyasla film olusumunu
engelleyici bir kristallenme ve ¢okme gozlenmemistir. Elde edilen bu sonu¢ 3B baski icin
borik asitin ilave sekline karar verilmesi agisindan onemlidir. Hazirlanan filmlerde kalinlik
tayini yapilmistir. Gliserol orani polimer agirligina gore yaris1 oraninda ilave edildigi i¢in
kalinlikta da orantili olarak azalma g6zlenmistir (Cizelge 3.20.). Hazirlanan ¢ozeltinin reolojik
ozellikleri 3B baski yapabilmede 6nemlidir. Bu nedenle degisen polimer oranimnin ¢ozelti
viskozitesine etkisini gdzlemlemek icin sabit borik asit ve plastizer oranina karsilik, %1 a/h
kitozan igeren formiillerin (OF9-OF10) yani sira, %3 (OF 11, OF13) ve %5 a/h (OF12, OF14)
oranlarinda kitozan igeren film formilasyonlar1 da hazirlanmistir (Cizelge 2.13.).
Literatiirlerde 0,5-8 a/h oranlarinda kitozan ile yapilmis 3B film g¢alismalar1 yer almaktadir
(Almeida vd., 2014; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Hafezi vd., 2019; Q. H. Wu vd., 2017).
Hazirlanmis olan film formiilasyonlarmin kurumaya birakilmadan once viskozite 6lgiimleri

yapildiginda, kitozan orami %5’e ¢ikarildiginda orta ve diisik molekiil agirlikli kitozan
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¢ozeltilerinde viskozitenin dnemli oranda arttig1 goriilmiistiir (LC i¢in OF9’dan OF12’ye 9,98
+ 0,03’ten 28,10 + 0,10 Pa.s’ye; MC i¢in OF10’dan 0F14’ye 9,93 + 0,40’ten 37,10 = 0,10
Pa.s’ye) (Cizelge 3.20.). %5 a/h oraninda kitozan igeren formiiller (OF12 ve OF14) ¢oziicii
dokme yontemiyle dokiilemeyecek kadar yiiksek viskozitede oldugu icin film dokiimii
yapilamamigtir. Ancak bu viskozitenin basing destekli mikrosiringa teknigiyle baski alimina
uygun olup olmadigi 3B baski cihazinda denenmis ve bundan sonraki denemelere MC ile
devam edilmistir. 3B baski sirasinda oldukea viskoz olabilecek bu filmlerin hacimce dokiimii
ve dolayisiyla %yiikleme etkinligi hesab1 yapabilmede karsilagilabilecek zorluk sebebiyle
filmlerin tiim igerigi agirlik¢a hazirlanmis ve agirlikca dokiimii saglanarak degerlendirilmistir.
Bunun i¢in borik asit igeren (OF15), icermeyen (OF 16), kitozan icerisine ¢dzelti halinde borik
asit ilave edilen (OF17) ve borik asit konsantrasyonu 2 katina ¢ikartilarak hazirlanan (OF18)
%?2 a/h oraninda MC igeren film formiilasyonlar1 hazirlanmistir (Cizelge 2.14.). Hazirlanan
jellerden filmler basari ile hazirlanabilmis ve bundan sonraki agamalarda agirlik hesabina gore
jellerin hazirlanmasina karar verilmistir. Bu jellerin dokiim oncesi viskoziteleri, kuruduktan
sonraki kalinliklar1 incelendiginde, beklendigi tizere borik asit ilavesiyle filmlerin
kalinliklarinda ve viskozitelerinde artig gozlenmistir (Cizelge 3.20.). Bu asamadan sonra
degisen polimer oraninin basilabilirlige etkisini gdzlemlemek i¢in sabit borik asit ve plastizer
oranma karsihk, %3, %4 ve %5 a/a (sirastyla OF19-21) oranlarinda MC igeren jel
formiilasyonlar1 hazirlanmig (Cizelge 2.15.), baski 6ncesi viskoziteleri belirlenmis ve ¢esitli
baski parametreleri ile baski denemeleri yapilmugtir. 3,63 + 0,07 Pa.s viskoziteli OF19
formiilasyonunun, baski yapilamayacak kadar diisiik viskoziteli oldugu tespit edilmistir.
Ardindan OF20 ve OF21 formiilasyonu ile Cizelge 2.16.’da verilen farkli cihaz parametreleri

ile 6n baski ¢alismalar1 gerceklestirilmistir.

3B basilmis filmler incelendiginde (Sekil 3.38. ve Cizelge 3.21.), desen doluluk
oraninin artirllmasiyla (R1-R3, R11-13, G4-6) baski yapilan filmlerde ekstriide edilen
mirekkepler arasindaki boslugun azaldigi tespit edilmistir. Desen doluluk orani belirlendikten
sonra baski1 alinacak yiikseklik se¢imi de baski ucunun katman iginde yiizmesi veya katmana
baski yapamayacak kadar yiiksekte olmasi nedenleriyle basilan filmin katmanli yapisini
etkilemektedir (R9-11). Bu yiizden optimum baski yiiksekliginin belirlenmesi 6nemlidir.
Rectilinear dolgu deseniyle OF20 formiilasyonuyla yapilan baski denemelerinde, en fazla
katman sayisi R4 kodlu filmin baski sartlarinda elde edilebilmigtir. Ancak, baski sonrasi
kuruyan filmin kalinlig1 6l¢iildiigiinde ancak 30 pm’ye ulagilmistir. En fazla kalinligi ise R4’e
gore baski basinci ve hizi artirilarak baski alinan R7 kodlu film sartlarinda elde edilebilmistir.

Fakat burada da en fazla 7 kat baski alinabilmis, son katta filmin katmanli yapisinda

198



bozulmalarla karsilasilmistir. Rectilinear dolgu deseniyle OF21 formiilasyonuyla yapilan
baski denemelerinde ise, polimer viskozitesindeki artis nedeniyle baski i¢in ihtiya¢ duyulan
basincin da artirilmasi gerekmistir. OF20 formiilasyonuna kiyasla (11,27 + 0,15 Pa.s) OF21
formiilasyonunda artan viskozite (26,67 = 0,21 Pa.s) katmanlarin birbiri iizerinde tutunmasini
ve sertlesmesini hizlandirdig1 icin daha kalin filmler basilabilmistir. 70 pm ve altindaki
kalinliga sahip filmler, baski sonrasi yilizeyden ¢ikarilirken cogunlukla parcalanma
gozlenmistir (RS, R11). Bu agidan degerlendirildiginde, heniiz Grid ve Aligned rectilinear
dolgu desenleriyle daha kalin filmlerin baski alinabilecegi parametreler bulunamamaistir. Bu
parametreler arasinda en yiiksek kalinlik Rectilinear dolgu deseniyle %5 a/a MC’li jellerle
(OF21) elde edilebilmistir. Bask1 ¢aligmalari sirasinda AxoSuite yazilimimin kendi arayiizii
kullanilirken, istenilen katman sayis1 basildiginda baskiy1 bitirme ve katmanlarin bir miktar
sertlesmesi i¢in katmanlar arasinda bekleme gibi 6zelliklerin ¢ok aktif caligilamadig: tespit
edilmistir. Bu durumu gelistirmek i¢in GCode komutlari diizenlenerek cihazin istedigimiz sekil
ve boyuttaki filmleri istedigimiz parametrelerde baski almasi saglanmistir. Yapilan tim
denemelerde, Rectilinear doldu deseni, %40 desen doluluk orani, 0,15 mm katman yiiksekligi,
9 mm/s noziil baski hizi ve 10 psi baski basinci parametreleri ile 25G konik tip baski ucu
kullamilarak %35 a/a MC’li jel (OF21) ile homojen goriiniimlii ve en yiiksek kalmliga sahip
film (R13) elde edilebilmistir (Cizelge 3.21. ve Sekil 3.38.R13). Bu filmin parametrelerini

iceren Gcode komutlar diizenlenerek (.gcode) dosya formati olusturulmustur.

Elde edilen bu sonuglara gore %5 a/a MC igeren formiillerde farkli plastizer kullanima,
plastizer oran1 ve etkin madde miktar1 parametrelerinde degisiklikler yapilarak (25 Gauge
konik tip baski ucu, 9 mm/s baski hizi, %40 infill density, 10-50 psi baski basinci) yeni
formiilasyonlar hazirlanmis (F1-F10) (Cizelge 2.17.) ve Kkarakterizasyon ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Plastizer olarak PEG, gliserol ve PG ile ¢alisma yapilmistir. Formiilasyon
iceriklerindeki degisimle elde edilen farkli viskozitelere sahip Fl'den F9'a kadar olan
formiilasyonlar, 3B baski yontemi kullanilarak basariyla basilabilmistir. F10 formiilasyonu
yiiksek viskozitesi nedeniyle basilamamistir (Cizelge 3.22.). Hazirlanan filmlerde yiikleme

etkinligi %80 ve iizerinde bulunmustur (Cizelge 3.22.).

PG (F1) ve PEG (F2) ile hazirlanan filmler gliserol (F3) igeren filme gore daha yiiksek
viskozite sergilerken, ortalama film kalinhiginda ©nemli bir fark gdzlenmemistir
(Cizelge 3.22.). Formiilasyonda PG kullanimi, film adezyonunda kiigiik bir azalma ile
sonuglanmistir (Cizelge 3.23.). Gliserol iceren filmde (F3), filmlerin mekanik direnci (31,99
+ 9,09 MPa) ve adezyonu (2,796 + 0,04 N) diger plastizerlerin kullanildigi formiilasyonlara
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gore nispeten daha yiiksek bulunmustur (Cizelge 3.23.). En yiiksek sisme (%2305 &+ 192.5) en
hidrofilik plastizer olan PEG igeren filmde (F2) gozlenirken, en diisiik sisme oran1 (%1267 +
116,4) daha az hidrofilik olan PG igeren filmde (F1) gézlenmistir. Yiiksek oranda hidrofilik
PEG iceren filmlerde, sisme sirasinda pargalanma goézlenmistir (Sekil 3.40.’ta sonuglari
verilmemistir). Sisme sirasinda parcalanarak film biitiinliigliniin kolayca bozulmasi gerekgesi
ile PEG, viskozite ve baski sonras1 gerilme direnci ile adezyon agisindan degerlendirildiginde

de PG igeren filmlerle devam edilemeyecegine karar verilmistir.

Hidrojellerin viskozitesi, gliserol iceriginin agirlikga %10'dan %75’ artmasiyla
artmistir (F3-F6) (Cizelge 3.22.). Film igeriginin artmasiyla filmin kalinligi da artmugtir.
Bununla birlikte, plastizer igerigindeki artis, filmlerin su absorbsiyon kapasitesini (Sekil
3.40.), mukavemetini ve adezyon Ozelliklerini (Cizelge 3.23.) azaltmistir. Bu sonuglar,
gliseroliin klasik plastizer etkisiyle kitozan matrisine niifuz ederek molekiiller arasi
etkilesimleri ve polimer hareketliligini azalttigin1 gostermektedir (Thakhiew vd., 2010). Sabit
oranda gliserol ile filmlerdeki borik asit miktarinin dokuz kat artmasi (F10), viskozitede
O6nemli bir artisa neden olmus, dolayisiyla basilamamustir (Cizelge 3.22.). Filmlerde borik asit
miktarinin artmasi (10 mg'dan 60 mg'a) (F4, F7-F9) adezyonu etkilemezken, mekanik direncte
azalmaya (18,29 MPa + 4.61'den 8,140 MPa + 1.78'e) yol agmistir (Cizelge 3.23.). Ayrica,
filmlerde borik asit miktarinin {i¢ kata kadar artmasi (F4, F7-F8), sisme oraninda azalmaya yol
agmistir ve bu durumun borik asit ve kitozan arasindaki ¢apraz baglanma ile agiklanabilecegi
disiiniilmiistiir (Sekil 3.40.). Artan capraz baglanma, polimer zincirlerinin hareketini
kisitladigi i¢in sisme derecesini de dusiirmektedir (Wong vd., 2015). Ek olarak, borik asit
miktarimin alti kat artmasi (F9), sisme oraninda daha yiiksek bir artisa neden olmustur; bu da
onceki filmlere kiyasla daha yiiksek ¢apraz baglanma oranina baglanan daha kirilgan bir yap1
ile aciklanabilir. Capraz baglanma derecesindeki artig belli bir smirin istiine ¢iktiginda
polimer yapmin sertlesmesi ve kuruyan filmlerde gevrek bir yapinin olusumu ile
sonuglanmaktadir (Liang vd., 2019). Bu ¢alisma sonucunda borik asit miktarinin 60 mg’a
kadar ¢ikarilmamasi karar1 alinmistir. Farkli konsantrasyonlarda borik asit ilavesi ile filmlerin
yapisal 6zelliklerinde gbzlenen degisiklikler borik asit ve kitozan arasinda ¢apraz baglanma
olasihigint gostermektedir. Aslinda etkin maddelerin salim mekanizmasi sisme oranina
baglidir (Gull vd., 2019). Filmler PBS ortami ile temas ettiginde suyu absorblamaya baslar ve
bu sisme orani belirli bir siireye kadar devam eder. Daha sonra sisme hizinin azalmasi, yiiksek
capraz baglayict konsantrasyonunun kitozan zincirleri ile kompakt bir ag gelistirerek
hareketini kisitlamasindan kaynaklanmaktadir, boylece artan miktardaki ¢apraz baglayici,

suyun daha siki ¢apraz bagl ag nedeniyle emilmesini engeller.
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Bu formiilasyonlara kadar 25G konik tip (ucuna dogru daralarak sivrilen yapida;
Sekil 1.5.C) baski ucu kullanilarak bask1 yapilmistir (F1-F10), fakat hem 7 katin Gistiinde bask1
almamadigl ve yara bdlgesine uygulamada kullanilmak tizere daha kalin dokularin da
hazirlanmas1 gerekebilecegi i¢in, hem de baski sonras iist iiste gelen tabakalarin sabit bir
alanda kalamay1p yayilimlari fazla oldugu i¢in homojen goriiniimlii filmler elde edilememesi
nedeniyle F4 formiilasyonundaki etkin madde oranlar1 degistirilerek 25G blunt tip (ucu diiz
kesilmis, silindirik ve sivri olmayan; Sekil 1.5.C) baskiucu ile de denemeler yapilmistir (borik
asit icermeyen (F11) ve 10 mg (F12), 30 mg (F13) ve 60 mg borik asit (F14), hepsinde %25’er
gliserol ve 20 g %1,5 (h/h) asetik asit iceren formiiller 9 mm/s baski hizi, %40 infill density,
10-50 psi baski basinci ile hazirlanmistir) (Cizelge 2.18.). Ayn1 formiilasyon igerigi ile konik
tip baski ucu (F4, F9) ve blunt tip baski ucu (F12-F14) kullanilarak baski alinan
formiilasyonlarin gorselleri Sekil 3.39.’da yer almaktadir. Konik tip baski ucuna kiyasla (F4
ve F9) blunt tip ile baski alinan filmlerde (F12 ve F14) daha homojen jel dagilimi saglandigi
i¢cin daha homojen filmler elde edilebilmistir. Sabit oranda gliserol ile 25G blunt tip baski ucu
ile 10 kat baski yapilan filmlerdeki borik asit miktarinin artmasi (F11-14), viskozitede artisa
neden olmustur (Cizelge 3.22.). Filmlerde borik asit miktarinin (10 mg'dan 60 mg'a) artmasi
(F12-14) adezyon kuvvetini artirirken, mekanik direngte azalmaya (F14 i¢in 14.86 N + 3,35)
yol agmistir (Cizelge 3.23.). Ayrica, filmlerde bos kitozan filme (F11) kiyasla (5 dk.
da%130.79 + 14.54), 10 mg borik asit i¢eren filmde (F12) daha diisiik sisme orani (5.dk.da
112.28+ 16.51) tespit edilmesi kitozan ile borik asit arasinda bir ¢apraz baglanma olabilecegini
gostermis (Sekil 3.41.), 6 kat kadar borik asit ilave edildiginde (F14) borik asit ve kitozan
arasindaki asir1 ¢apraz baglanma sonucu yapinin kirilmasi ile sigme oraninda artisa (5.dk. da

228.03%2.97) yol agmustir (Sekil 3.41.).

Konik tip baski ucu ile hazirlanan F4 ve F9 formiilasyonlarina kiyasla (Cizelge 2.17.)
blunt tip ile basilmis (F12 ve F14) (Cizelge 2.18.) filmlerde daha homojen jel dagilimi
saglandig1 i¢in daha homojen filmler elde edilebilmistir. Fakat bu baski ile film katmanlari gok
belirgin olamamistir. Bunun iizerine F12 formiilasyonunu olusturan jel kullanilarak gcode
diizenlemesi ile katmanlar arasina bekleme siiresi ayarlanmig ve denemeler yapilmistir (10 mg
borik asit, %5 kitozan, %25 gliserol, 9 mm/s baski hizi, %40 infill density, 10-50 psi baski
basinci) (Cizelge 2.19.). Sekil 3.39.’da goriilecegi lizere bu yontemle filmlerde istenilen
katmanli goriiniim elde edilebilmis (F15), 10 kat ve 20 kat (F15 ve F16) baski alinarak
filmlerin karakterizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Katmanlar arasina bekleme siiresi
koyularak 25G blunt tip baski ucu ile 10 kat ve 20 kat baski yapilan bu filmlerde bekleme
olmaksizin baski alinan filme (F12) kiyasla filmlerin kalinliginda artma tespit edilmistir (55,83
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+ 8,01 um’den 255,0 + 8,37 um’ye) (Cizelge 3.22.). Katmanlar arasinda ek kuruma siiresi
verilmesi, katmanlarm birbiri {izerinde tutunmasini ve sertlesmesini hizlandirdig1 i¢in daha
kalin filmler basilabilmistir. Ayrica 20 kat baski alindiginda kalinli§in da yaklasik 2 kat artarak
255,0 pm + 8,37’ye ulastigr goriilmiistiir. % yiikleme etkinlii agisindan O6nemli fark
gozlenmezken (Cizelge 3.22.) hem adezyonlarinda hem de gerilme direnglerinde azalma
meydana gelmistir (Cizelge 3.23.). Bu durum katmanlar arasinda ek kuruma siiresi verilmesi
ile, hizl1 bir sekilde katmanlarin birbiri lizerine yayilmasinin 6nlenmesi ve artan porlu yapi ile
birlikte filmin icerigindeki suyun buharlagarak kurumasinin, yiizey alanini arttirmasi sonucu
daha kuru ve sert filmlerin olusmasi ile agiklanabilir. Yani daha kuru olduklar1 igin filmlerin
(F15-16) mekanik direngleri ve adezyonlar1 da azalmistir. Ancak F15’e kiyasla 20 kat bask1
alman F16 formiilasyon igeriginde mekanik diren¢ ve adezyonu saglayacak daha fazla
bilesenin olmasi nedeniyle hem adezyonun hem de gerilme direncinin artmasi ile
sonuglanmigtir. Borik asitin filmlerden agiga ¢ikis profilleri ve filmlerin sisme &zellikleri
incelendiginde, en diisiik sisme Ozelligi sergileyen filmde bile sisme derecesi %100’{in
tizerinde oldugu i¢in etkin madde salim hizinda farklilik elde edilememistir (Sekil 3.42. ve
3.44.). Borik asitin hidrofilikligi nedeniyle, tim profillerde ani bir agiga ¢ikis (burst) ve
ardindan saliminda azalma gozlenmistir. Katman sayis1 fazla olan formiilasyonun (F16) 10
katmanli formiilasyona (F15) kiyasla igeriginde nispeten daha fazla oranda kitozan olmasindan

dolay1 daha fazla oranda sivi absorbladigi goriilmektedir (Sekil 3.42.).

Bu calismanin ardindan %35 a/a MC igeren formiillerde plastizer orani sabit tutulmus
(Gliserol %25 a/a), AxoSuit yazihmina ait farkli desen ve etkin madde miktar
parametrelerinde degisiklikler yapilarak (25G blunt tip baski ucu, 9 mm/s baski1 hiz1, %40 infill
density, 10-50 psi baski basinci) farkli desenlerde yeni formiilasyonlar hazirlanmig (F15, F17-

20) (Cizelge 2.20. ve 2.21.), karakterizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir ve sonuglar
karsilagtinlmustir (Cizelge 3.22-3.23.). Aligned rectilinear desen kullanilarak hazirlanan
formiilasyon (F17) uygun mekanik dirence sahip olmadig1 i¢in baski sonrasinda dayanikli
filmler elde edilememistir. En kalin filmler honeycomb ve grid desen ile 3B basimda elde
edilirken (F19-F20 310,00 + 12,25 um -293,33 + 8,16 um) en ince kalinliga sahip filmler ise
Aligned Rectilinear desen ile basimda (F17) elde edilmistir ¢iinkii baski sonrasinda zeminden
homojen sekilde ¢ikarilamamustir (Cizelge 3.22.). Yiikleme etkinliklerinin genel olarak tiim
filmlerde %85’in iizerinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 3.22.). Desen degisimine bagl
olarak filmlerin sisme oranlarinda farkliliklar tespit edilmistir (Sekil 3.42. ve 3.43.). Ozellikle
en yiiksek kalinliga sahip grid desenli (F19) ve honeycomb desenli (F20) filmlerde 1 saate

kadar maksimum sisme gdzlenmistir. Ozellikle diisiik sisme 6zellikleri nedeniyle rectilinear
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desene alternatif olarak farkli desenlerle film baskisi alinmasiin etkisi net bir sekilde
gorlilmektedir. Filmlerde desen degisimine bagli olarak adezyon kuvvetinde de farkliliklar
tespit edilmistir (Cizelge 3.23.). Bu farklilik, filmin desenine bagli olarak biyoadezif yiizey ile
filmin temas yiizeyinin degisimi ile iliskilendirilebilir. En diisiik adezyon rectilinear (F15) ve
triangular (F18) desenli filmlerde gbzlenmistir (sirasiyla 0,373 + 0,10 N ve 0,305 + 0,06 N).
En yiiksek adezyon ise honeycomb (F20) ve grid (F19) desen ile basilmis filmlerde
gozlenmistir (sirasiyla 0,560 + 0,11 N ve 0,771 + 0,21 N). Mekanik diren¢ acgisindan kalinligt
en yiiksek olan honeycomb (F20) ve grid (F22) desenli filmlerin yiliksek mekanik dirence sahip
oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.23.). 3B baski ile hazirlanan filmlerde desen degisimine
bagli olarak filmlerin mekanik 6zelliklerinde degisiklik elde edilebildigi bulunmustur (Abdella
vd., 2022). Borik asitin etkin madde salim profilleri ve filmlerin sisme 06zellikleri
incelendiginde (Sekil 3.44. ve 3.45.), ilk 5 dakikada goriilen yliksek oranda sismeye bagh
olarak ilk 5 dakikada %80’lere ulagan salim ile sonuglarin paralellik gosterdigi goriilmiistiir.
Genel olarak yiiksek sisme oranina sahip filmlerde borik asitin hidrofilikligi nedeniyle, tiim
profillerde ani bir aciga c¢ikis (burst) ve ardindan saliminda azalma goézlenmistir. Fakat
filmlerin mekanik 6zelliklerinden farkli olarak farkli dolgu desenlerine sahip 3B filmlerde,
borik asitin salim oraninda bir fark bulunamamustir. Literatiirde sisebilen sistemler igin
gbzenek geometrisinin roliiniin 6nemsiz oldugu, etkin madde salim hizinin belirlenmesinde
yardimc1 maddeler de dahil olmak iizere diger faktorlerin de roliiniin oldugu ve bu nedenle

genel bir sonuca varmanin zor olacagi ifade edilmektedir (Abdella vd., 2022).

Design-Expert yazilimi kullanilarak ti¢ seviye ve ii¢ tekrarla (Cizelge 2.22.) toplam
yirmi yedi ¢aligma olarak tasarlanan ve iiretilen 3B basilmig film calismasina ait DoE
verilerinin (Cizelge 3.24.), CCD metoduyla elde edilen ¢oklu regresyon analizi sonuglari
Cizelge 3.25.te ve degiskenlere bagl olarak elde edilen yanitlara ait 3B RSM grafikleri
olusturulmustur (Sekil 3.46.).

DoE sonuglarina gore filmlerin kalinlik (Y1) verileri, regresyon analizi kullanilarak Y3
yanitini tahmin etmek i¢in uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak 6nemsiz terimler goz

ardi edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Y1=2303,337 + 57,0783 * Xy + 3,69383 * X; - 102,915 * X;2 Esitlik 4.7.

Sekil 3.46.A ve Cizelge 3.25.’te verilen film ¢aligmalarinin DOE sonuglarina gore
filmlerin kalinlik (Y1) degiskeninin oOl¢lim degerleri 187 pum ile 445 pum arasinda

degismektedir. En kalin filmler, grid ve honeycomb desenli filmlerden elde edilmistir.
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Deneysel veriler, istatistiksel olarak anlamli bir p-degeri (p<0.0001) ile quadratik bir modele
uyum saglamis ve bu etki 3B grafik ile gorsellestirilmistir. Bagimsiz degiskenlerin Y ¢iktisi
iizerindeki etkileri, X; ve X degiskenlerinin (sirasiyla desen ve borik asit miktari)
katsayilarinin pozitif isaretlerinden anlasilabilir ve bu pozitif etki, bagimsiz degiskenler X; ve
X2'nin -1 seviyesinden +1 seviyesine gegisinin, Y1 yanitindaki artisa etkisi anlamlidir (p<0.05).
Degerlendirilen tiim bagimsiz degiskenler arasinda, faktor katsayilarindan da goriilebilecegi
gibi, filmlerdeki desen triangular, grid ve honeycomb siralamasina gore degistiginde, filmlerin
desenini degisimi filmlerin kalinlig1 iizerinde en yiiksek etkiye sahiptir ve triangulardan
honeycomba filmlerin kalinliginda artisa neden olmustur. Abdella vd. (2022)’nin yaptigi
calismanin aksine, desen degisimi (X1), filmlerin kalinliklarinda degisimlere yol agmistir. Bu
farkli sonug, formiilasyondaki borik asit miktarindaki artis da film kalinligindaki artisa dolayl

olarak katkida bulunmasiyla agiklanabilir.

DoE sonuglaria gore filmlerin %EE (Y>) verileri, regresyon analizi kullanilarak Y
yanitini tahmin etmek i¢in uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak 6nemsiz terimler goz

ardi edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Y2=84,47 + 0,28777 * Xz Esitlik 4.8.

Filmlerdeki %EE, %83,09 ile %101,69 araliginda bulunmustur. Bagimsiz degiskenlerin
%EE tizerindeki etkileri, 3B grafik ve dogrusal denklem ile gdsterilmistir (Sekil 3.46.B ve
Cizelge 3.25.). Deneysel veriler, dogrusal bir modele uyum saglamis, ancak model i¢in elde
edilen p-degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p=0,0639). Ayrica, Y i¢in yeterli
hassasiyet degeri, istenen deger olan 4'ten kiigiik bulunmustur ve bu durum, modelin tasarim
alami i¢indeki verileri agiklama, yonlendirme ve tahmin etme yeterliligine sahip olmadigini

gostermektedir.

DoE sonuglarma gore filmlerin adezyon kuvveti (Ys) verileri, regresyon analizi
kullanilarak Y3 yanitim1 tahmin etmek ic¢in uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak

Onemsiz terimler goz ardi edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Ys=0,388693 + 0,282417 * X1 + 0,0186183 * X; Esitlik 4.9.

Y3 yanitina ait 6lgiimler 0,24 N ile 1,33 N arasinda bulunmustur. En yiiksek adezyon,
honeycomb desenli filmlerde gozlenmistir. Deneysel veriler dogrusal modele uyum saglamig

ve modelin p-degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001). Bu etki, 3B grafik ve
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dogrusal denklem ile gosterilmistir (Sekil 3.46.C ve Cizelge 3.25.). Bu yanitta, X; (p<0,0001)
ve Xz (p=0,0010) anlamli model terimleri olarak belirlenmistir. Her iki faktoriin de (X1 ve X2)
Y3 iizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugu anlasilmistir. Bu pozitif etki, X; ve X» giris
degiskenlerinin -1 seviyesinden +1 seviyesine degisiminin Yz ¢iktisin1 anlamli derecede
artirdigint gostermektedir (p<0,05). Faktor katsayisi, desen degisiminin filmlerin adezyonu
iizerinde en biiyiik etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar, desen degisiminin
etkisiyle agiklanabilir; desen degisimi simiile edilmis miisin yiizeyiyle daha etkilesime neden
olan hidrojen bagi olusumu, adezyonu artirmaktadir (Boateng vd., 2023). Tavuk deri dokusu
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, kitozan filmlerin biyoadezyon degerleri 0,47 N + 0,03 ile
0,79 N £ 0,01 arasinda bulunmustur (Khan vd., 2000). Bu anlamda, 10 mg borik asit i¢eren
triangular desenli filmler hari¢ tiim filmler ¢ok yiiksek adezyon sergilemistir. Adezyon
degerleri, film kalinlig1 ile pozitif bir korelasyon gostermektedir (p<0,05) ve faktdrlerdeki
degisikliklere bagl olarak farklilik gosteren kalinlik verileri, adezyonu da pozitif yonde
etkilemistir. Bu durum, substrat ile temas halinde olan bir filmin kalinliginin, molekiillerin
etkili olabilecegi etkilesim mesafesinden daha az olmasiyla aciklanabilir (Peng ve Chen,
2011). Araylizey adezyon kuvvetleri, belirli bir film kalinligina ulagilincaya kadar film

kalinligimin artmasiyla asimptotik olarak artmaktadir.

DoE sonuglarina gore filmlerin mekanik direnci (Ya) verileri, regresyon analizi
kullanilarak Y4 yanitini tahmin etmek icin uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak

Onemsiz terimler goz ard1 edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Y, =2,51001 + 2,40737 * X1 + 0,273678 * X; Esitlik 4.10.

Y4 yanitina ait sonuglar 2,29 MPa ile 15,46 MPa arasinda bulunmustur. En yiiksek
mekanik direng, honeycomb desenli filmlerde gzlenmistir. Deneysel veriler dogrusal modele
uyum saglamis ve modelin p-degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,0001). Bu
etki, 3B grafik ve dogrusal denklem ile gosterilmistir (Sekil 3.46.D ve Cizelge 3.25.). Bu
durumda, X; (p<0,0001) ve X; (p<0,0001) anlamli faktérler olarak belirlenmistir. Her iki
bagimsiz degiskenin de Y ¢iktisi lizerinde pozitif bir etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bu
pozitif etki hem borik asit miktarindaki artisin hem de desen degisiminin filmlerin mekanik
direncini anlamli derecede artirdigin1 gostermektedir (p<<0,05). Desen degisiminin filmlerin
mekanik direnci lizerinde en bilyiik etkiye sahip oldugu anlagilmistir. Abdella vd. (2022)’nin
caligmasina benzer sekilde, desen degisimi (Xy), filmlerin mekanik direncinde varyasyonlara
neden olmustur. Kitozan kriyojel ¢alismasinda mekanik direng degerlerinin 0,05 MPa + 0,01

ile 0,12 MPa + 0,02 arasinda degistigi bildirilmistir (Bolgen vd., 2020). Buna gére, tim 3B
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baskili filmler ¢cok yiiksek mekanik direng sergilemistir. Ayrica, formiilasyondaki borik asit
miktarindaki artisin kitozan ile artan ¢apraz baglanmaya bagli olarak mekanik direnci artirdigt

diistiniilmektedir.

DoE sonuglarina gore filmlerin %uzama-elastikiyet (Ys) verileri, regresyon analizi
kullanilarak Y5 yanitin1 tahmin etmek i¢in uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak

Onemsiz terimler goz ard1 edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Ys = 2,23889 + 0,0812222 * X; Esitlik 4.11.

Ys yanitina ait dl¢iimler %1,19 ile %8,59 arasinda bulunmustur. En yiiksek elastikiyet,
honeycomb desenli filmlerde gozlenmistir. Deneysel veriler dogrusal modele uyum saglamig
ve modelin p-degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0270). Bu etki, 3B grafik ve
dogrusal denklem ile gosterilmistir (Sekil 3.46.E ve Cizelge 3.25.). Bu durumda, X
(p=0,0078) anlaml1 model terimi olarak belirlenmis ve Ys ¢iktisi lizerinde pozitif bir etkiye
sahip oldugu goriilmiistiir. Bu pozitif etki, borik asit miktarindaki artisin Y's ¢iktisini anlaml
derecede artirdigimi gostermektedir (p<<0,05). Abdella vd. (2022)’nin g¢aligmasina benzer
sekilde, desen degisiminin (X) filmlerin elastikiyeti tizerinde anlamli bir degisiklige neden
olmadigi belirlenmistir. Fakat, kitozan ile borik asitin ¢apraz baglanmasi nedeniyle
formiilasyondaki borik asit miktarindaki artigin elastikiyeti etkiledigi disiiniilmektedir. Buna
ek olarak, mekanik direncteki degisimin elastikiyetteki degisimle pozitif korelasyon gosterdigi
belirlenmistir (p<0,05). Bu durum, desen degisiminin bu yanita dogrudan bir etkisi olmasa da,
mekanik direngte meydana gelen degisimlerle iligkili olarak elastikiyetteki degisiklikleri

dolayl olarak etkileyebilecegini gostermektedir.

DoE sonuglarina goére filmlerin Young’s modiil (Ys) Verileri, regresyon analizi
kullanilarak Ys yanitini tahmin etmek icin uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak

Onemsiz terimler goz ardi edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Ys = 0,884344 + 0,360111 * X Esitlik 4.12.

Young modiil, filmlerin sertligini tanimlar ve deformasyona karsi direnglerini gosterir.
Gerilme-gerinim egrisinin egimi Young modiiliinii verir ve egimin artmasi daha yiiksek
gerilme kuvveti dayanimi anlamina gelir. Fakat, daha diisiik bir egim, daha disiik gerilme
kuvveti dayanimi ve daha fazla deformasyon kapasitesini ifade eder. Basit bir ifadeyle, daha

yiiksek gerilme direnci ve biiyiik young modiil degerleri sergileyen bir film, sert ve kirilgandir
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ve minimum uzama gosterir (Karki vd., 2016). Y yanitina ait 6l¢timler 0,71 MPa/% ile 2,94
MPa/% arasinda degismistir. Y oung modiil agisindan en sert ve en kirtlgan filmler, honeycomb
ve grid desenli filmlerde elde edilmistir. Deneysel veriler dogrusal modele uyum saglamis ve
modelin p-degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,0007). Bu etki, 3B grafik ve
dogrusal denklem ile gosterilmistir (Sekil 3.46.F ve Cizelge 3.25.). Buna gore, X: (p=0,0004)
anlaml1 faktor olarak belirlenmis ve pozitif bir etkiye sahip oldugu gozlenmistir. Bu pozitif
etki, desen degisiminin Ys ¢iktisin1 istatistiksel olarak anlamli sekilde artirdigini
gostermektedir (p<0,05). Kitozan kriyojel calismasinda, Young modiilii degerlerinin 0,02
MPa/% +0,01 ile 0,06 MPa/% +0,01 arasinda degistigi bildirilmistir (Bolgen vd., 2020). Bu
nedenle, tiim 3B baskil1 filmlerin nispeten yiiksek mekanik dayanmim ve kirilgan 6zellikler
sergiledigi sdylenebilir. Ayrica, Young modiilii ile hem mekanik dayanim hem de elastikiyet
arasinda bir korelasyon tespit edilmistir ve pozitif yonliidir (p<0,05). Bu durum, desen
degisiminin (X;) yani sira, borik asit miktarindaki artisin da dolayli bir etkiye sahip

olabilecegini gostermektedir.

DoE modellemesinde, 6n ¢alismalar temel alinarak, filmlerden borik asit saliminin
farklilagsmaya basladigi 15. dakikadaki sisme degerleri kullanilmistir. DOE sonuglarina gore
filmlerin sisme derecesi (Y7) verileri, regresyon analizi kullanilarak Y7 yanitin1 tahmin etmek
icin uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak 6nemsiz terimler géz ardi edilerek asagidaki

sekilde verilmistir:

Y7 =353,557 + 141,35 * X1 + 23,656 * X; - 5,00355 * X1 X2 Esitlik 4.13.

Y7 yanitina ait dlglimler %433,33 ile %803,94 arasinda degismistir. En yiiksek sisme
degerleri honeycomb ve grid desenli filmlerde elde edilmistir. Deneysel veriler quadratik
modele uyum saglamis ve modelin p-degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,0001). Bu etki, 3B grafik ve quadratik denklem ile gosterilmistir (Sekil 3.46.G ve Cizelge
3.25.). Bu verilere gore, X1 (p=0,0025), X; (p<0,0001) ve X1 Xz (p=0,0028) anlaml1 faktorler
olarak belirlenmistir. Hem X: hem de X, degiskenleri Y7 ¢iktisi iizerinde pozitif bir etkiye
sahiptir (p<0,05). Filmlerin sigsme davranis1 iizerinde en biiyiik etkinin desen degisimi oldugu
belirlenmistir. Istatistiksel degerlendirme sonuclarina gore, sisme verileri ile filmlerin
kalinliklan pozitif yonde korelasyon gostermektedir (p<<0,05). Bu durum, desen degisikligine
bagh olarak kalinlik sonuglarinda meydana gelen degisikliklerin, filmlerin sisme degerlerini
onemli olglide etkiledigini gdstermektedir. Daha kalin filmler, daha yiiksek sigsme degerleri

sergilemistir.
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DoE modellemesinde, 6n calismalar temel alinarak, filmlerden borik asit saliminin
farklilagsmaya bagladigr 15. dakikadaki %kiimiilatif ACEM werileri kullanilmistir. DoE
sonuglarina gore filmlerin %ACEM (Ys) verileri, regresyon analizi kullanilarak Ysg yanitini
tahmin etmek icin uygun dogrusal denklem, istatistiksel olarak 6nemsiz terimler goz ardi

edilerek asagidaki sekilde verilmistir:

Ys = 47,8948 - 13,0771 * X1 - 0,428031 * X, + 17,8174 * X12 Esitlik 4.14.

Y yanitina ait dl¢timler %34,07 ile %82,14 arasinda degismistir. En yiliksek ¢6ziinmiis
borik asit miktar1 triangular desenli filmlerden elde edilmistir. Deneysel veriler quadratik
modele uyum saglamis ve modelin p-degeri istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,0001). Bu etki, 3B grafik ve kuadratik denklem ile ifade edilmistir (Sekil 3.46.H ve
Cizelge 3.25.). Bu verilere gore, X; (p<0,0001), Xz (p=0,0077) ve Xi? (p<0,0001) anlamh
faktorler olarak belirlenmistir. Yg ciktist iizerindeki etki incelendiginde, X; ve X
degiskenlerinin katsayilarinin negatif isaretlerinden dolay1 Yg ¢iktis1 lizerinde negatif yonde
etkilidir (p<0,05). Degerlendirilen tiim bagimsiz degiskenler arasinda, faktor katsayilarindan
da goriilebilecegi gibi, filmlerden borik asit salim hiz1 iizerinde en biiyiik etkiye sahip olan
faktor desen degisimi olarak belirlenmistir. Genel olarak, filmlerden borik asidin salim profili
sisme davraniglariyla agiklanmaktadir. Ancak bu calismada, filmlerin sisme Ozellikleri
¢Oziinme profilleriyle ters bir korelasyon gostermesine ragmen, istatistiksel korelasyon analizi,
filmlerin ¢6ziinme Ozelliklerinin kalinliklart ile negatif bir korelasyon sergiledigini
gostermistir (p<0,05). Tiim filmlerde kalinlik arttik¢a, diflizyon yollarinin uzamasi nedeniyle
ac1ga ¢ikan borik asit miktarinin azalmasiyla agiklanabilir (Lecomte vd., 2003). Ayrica, klasik
dozaj formlarindan farkli olarak, 3B baski ile desen degisikliginin, film i¢indeki borik asidin

serbest kalabilmesi i¢in asmas1 gereken difiizyon yolunu degistirdigi de goriilmiistiir.

Her bir faktér ve yanit i¢in kisitlamalar uygulandiktan sonra, yazilim tarafindan
bagimsiz degiskenler i¢in ¢esitli tahmini oranlar iiretilmistir. Sayisal optimizasyon, amaglarin
belirli bir aralikta tutulmasi ve kisitlamalarin uygulanmasiyla elde edilmistir. Yara ortiisii
olarak kullanlabilirlik agisindan birincil hedef, minimum 300 pm ve maksimum 600 pm
kalinlik, maksimum adezyon, minimum 2,5 MPa ve maksimum 35 MPa mekanik direng,
maksimum esneklik, minimum Young modiil, maksimum sigme derecesi ve minimum
kiimiilatif etkin madde salim miktarinin (¢ilinkii 6n ¢aligma verilerinde 5 dk gibi kisa siirede
borik asit saliminin oldugu tespit edilmisti) elde edilmesiydi. %ylikleme kapasitesi
optimizasyona dahil edilmemistir ¢linkii denklem anlamli sonuglar vermemistir. Yazilim

tarafindan Onerilen ¢6ziim, %0,762 maksimum istenirlik degeri ile zaten {iiretilmis olan
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formiilasyonlardan honeycomb desen ve 30 mg borik asit miktar1 igeren filmdir (Cizelge

2.23.). Bu ¢6ziim, optimum formiilasyon olarak kabul edilmistir (Sekil 3.47.).

Sekil 3.48.'de optimize edilmis borik asit yiiklii 3B basilmig film formiilasyonundan in
vitro salim profili incelendiginde, ¢6ziinmenin ilk 30 dakika icerisinde hizli bir sekilde
gerceklestigi ve yaklasik %50 oraninda etkin maddenin salindigir goézlenmistir. Bu hizl
cOziinme fazi1 sonrasinda ¢éziinme profili plato seviyesine ulasmis ve 240. dakikada ¢6ziinme
orani yaklasik %355 civarinda bulunmustur. Optimize film formiilasyonunun c¢o6ziinme
kinetikleri Cizelge 3.26.’da sunulmustur. Kinetik modeller incelendiginde, Korsmeyer-Peppas
(R?=0,8453) ve Weibull (R?>=0,8459) modellerinin ¢6ziinme verilerine en iyi uyum sergiledigi
belirlenmistir. Ozellikle, Weibull modelinin yiiksek R? degeri ve diisik AIC degeri ile
(AIC=35,2904) en uygun model oldugu goriilmektedir. Ayrica, Korsmeyer-Peppas modeli
icin elde edilen n degeri 0,1216 olarak bulunmus, bu deger Fick difiizyon mekanizmasinin
¢oziinme siirecinde baskin oldugunu goéstermistir (n<0,45) (Ahmady vd., 2022; Estevinho vd.,
2021). Diger kinetik modeller (Sifir derece, Birinci derece, Higuchi ve Hixson-Crowell) i¢in
negatif R? degerlerinin bulunmasi, bu modellerin optimize film formiilasyonunun ¢dziinme
verilerini uygun sekilde tammlayamadigim gostermektedir. Ozellikle Higuchi modelinin
disiik uyumu, etkin maddenin c¢oziinme siirecinde yalnizca diflizyon kontrollii bir
mekanizmanin etkili olmadigim desteklemektedir. Sonug olarak, optimize edilmis borik asit
yiiklii 3B basilmis film formiilasyonunun ¢oéziinme profili, hizli bir baslangi¢ salimi ve
ardindan stabil bir ¢éziinme faz1 sergilemis; ¢oziinme siireci Weibull ve Korsmeyer-Peppas

modelleriyle basarili sekilde aciklanabilmistir.

Sekil 3.49.’da sunulan SEM goriintiileri, optimize edilmis borik asit yiiklii 3B basilmig
film formiilasyonunun yiizey morfolojisini detayli bir sekilde ortaya koymaktadir.
Gorintiilerde, film yiizeyinin diizenli ve tekrarlayan honeycomb deseninde bir yapiya sahip
oldugu ve CAD tasarim ile planlanan honeycomb desenle uyumlu oldugu net bir sekilde
goriilmektedir. Ozellikle, ilk SEM gériintiisiinde gozlenen diizgiin dairesel yapilar ve
merkezdeki kontrollii honeycomb bosluklar, baski siireci sirasinda malzemenin mekanik
dayanimini korurken gdzenekli bir yap1 olusturdugunu gostermektedir. Ikinci goriintiide ise
ylizeyin kenar bolgelerinde diizgiin bir film hatti gézlenmis, bu da baski siirecinin
homojenligini ve borik asidin kitozan jel igerisinde kristallenmeden homojen sekilde
dagitilabildigini desteklemektedir. Ayrica honeycomb yapinin gézenekli mikroyapilari, film

iizerinde kontrollii ¢6ziinme ve etkin madde salimi iizerinde olumlu etkiler yaratmasi beklenen
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bir durumdur. Ciinkii yiizey alanini artirarak hem su penetrasyonunu kolaylastirmakta hem de

etkin maddenin difiizyonunu hizlandirmaktadir.

CCD tasarimda kullanilan formiilasyonlarin mikro-BT sonuglar1 Cizelge 3.27. ve
Sekil 3.50.'de gosterilmistir. Honeycomb desenli filmlerde kapali gézenek sayis1 260 olarak
bulunmus ve agik gozeneklilik %99,37 olarak hesaplanmistir. Bu deger, diger desenlerle
kiyaslandiginda en yiiksek kapali gbzenek sayisina karsilik gelmekte olup, gelismis i¢c mimari
ozelliklerini ortaya koymaktadir. Kapali gézenek sayisindaki artis, desen geometrisindeki
farkliliklar nedeniyle gozenek yapisimin daha organize ve siki hale gelmesiyle
iligskilendirilebilir. Tiim desenlerdeki %99 un iizerindeki agik gozeneklilik, formiilasyonlarin
yiiksek sisme kabiliyetiyle uyumlu bulunmustur. SMI degerlerine gore tiim filmlerdeki
yapilarin silindirik ¢ubuk morfolojisine sahip oldugu belirlenmistir. Doku biitiinliigii agisindan
incelendiginde, en yiiksek konnektivite degeri 874 ile honeycomb desenli 30 mg borik asit
igeren Ornekte gozlenmistir. Bu durum, gozeneklerin birbirine baglantili olma diizeyinin bu
desen ve formiilasyonda optimum seviyede oldugunu gostermektedir. Anizotropi derecesi
degerlendirildiginde, honeycomb desenli Orneklerde daha yiiksek degerler (1,84-1,86)
gbzlenmistir. Bu da yapilarin yonlii (anizotropik) bir diizende basilabildigini ve mekanik
olarak daha dayanikli olduklarini1 gdstermektedir. Yiiksek anizotropi, ayn1 zamanda yapinin
belirli yonlerde gerilmeye karsi daha direngli oldugunu ve biyolojik uygulamalarda formun
korunmasinda etkili olabilecegini ortaya koymaktadir. SEM ve optik mikroskopi gibi iki
boyutlu analiz yontemleri ile karsilagtirildiginda, mikro-BT yontemi ile 3B baskili filmlerin
mikro-mimarisi daha detayli ve hacimsel olarak incelenebilmistir (Kilicarslan vd. 2018). Bu
yontem, i¢ yapimin hacimsel gorsellestirilmesine olanak taniyarak, yalnizca yiizey degil, i¢
hacimsel parametrelerin de degerlendirilmesine katki saglamistir. Calismamizin bulgulari,
mikro-BT analizinin, farkli desen tasarimlari ile elde edilen kompleks yapilarin morfolojik,
gozeneklilik ve baglantisallik gibi temel ozelliklerini etkili sekilde ortaya koyabildigini
gostermektedir. Ayrica, CCD ile elde edilen optimum film olan 30 mg borik asit igeren
honeycomb desenli 3B basilmis filmlerin, mikro-BT incelemelerinde de yiiksek anizotropi ve
konnektivite degerlerine sahip olmasi yonilyle uygun mekanik 6zellikte film elde edilebilmesi

agisindan uyumlu bulunmus ve yontemler arasi dogrulama saglandigini ortaya koymustur.

Sekil 3.51.’de verilen DSC analiz sonuglarina gore, borik asite (A) ait termogramda
literatiirle uyumlu sekilde yaklasik 125 ve 150°C civarinda iki endotermik pik elde edilmistir
(Y. Wu vd., 2017). Bu pik, borik asitin kristal yapisini ve karakteristik erime sicakligini temsil

etmektedir. Fiziksel karisimda (B), borik asite ait bu erime pikinin varligin1 korudugu
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gorlilmiistiir. Bu durum, bilesenler arasinda fiziksel bir karisim oldugunu, ancak heniiz tam bir
molekiiler etkilesim olusmadigini gostermektedir. Kitozana (C) ait termogram, amorf bir
yapiya isaret eden genis ve diizensiz bir egri sergilemistir. Optimize edilmis borik asit yiiklii
3B basilmig film formiilasyonuna ait termogramda (D) ise borik asitin karakteristik erime
pikinin kayboldugu ve termogramin kitozana benzer bir amorf yap1 gosterdigi tespit edilmistir.
Bu sonug, etkin maddenin polimer matriks i¢erisinde amorf bir sekilde dagildigini ve fiziksel

karisimdan farkl olarak daha giiglii bir molekiiler etkilesim olustugunu gostermektedir.

Sekil 3.52.°de verilen FTIR spektrumunda, borik asite ait titresim frekanslar1 3181,
2357, 2258, 2102, 1407, 1190 ve 881 cm™" de bant vermistir ve literatiirle uyumlu bulunmustur
(Ahtzaz vd., 2019; Ozdemir ve Keskiner, 2018). Borik asit iceren filmlerin FTIR
spektrumunda, kitozanin karakteristik bantlar1 belirgindir ve kitozan igin 3337 c¢m™ olarak
Olgiilen hidrojen baginin karakteristik absorpsiyon bandinin degisimi optimum film
formiilasyonu igin 3252 c¢cm™’dir. Hidrojen bagli O-H ve N-H'nin gerilme titresimlerine
karsilik gelen bolgedeki genis bantin agikca daha diisik dalga numaralarina kaydigi
goriilmektedir. Serbest hidroksil gruplart daha yiiksek frekans bolgesinde yayilirken, hidrojen
bagi olusumuyla daha diisiik frekans araligina yayilirlar (Liang vd., 2019). Bu durum, kitozan
zincirleri ve borik asit molekiilleri arasinda hidroksil ve bor arasindaki elektrostatik etkilesim
sebebiyle daha giiclii bir hidrojen bagi agina neden olan ¢apraz baglanma reaksiyonunun
oldugunu diisiindiirmektedir. Bu degisiklikler, borik asit ile kitozan arasinda hidrojen baglar
gibi ikincil etkilesimlerin olustugunu ve etkin maddenin polimer matrikse basarili bir sekilde
yiiklendigini  gostermektedir. Sonu¢ olarak, DSC ve FTIR analizleri birlikte
degerlendirildiginde, optimize edilmis borik asit yiiklii 3B basilmig film formiilasyonunda
etkin maddenin amorf formda bulundugu, kitozan matriksiyle gii¢lii molekiiler etkilesimler
gelistirdigi ve fiziksel karisimdan farkl bir yap1 olusturdugu acik¢a ortaya konulmustur. Bu

durum, ¢oziinme profilini etkileyebilecek ¢aprazbagli yapisal degisimdir.

DoE c¢alismasi ile optimize edilen nanopartikiil ve film formiilasyonlar: birlestirilerek
nanopartikiil yiiklii yara ortiisii formiilasyonlar1 hazirlanmis ve karakterizasyon calismalari
gerceklestirilmistir. Optimize edilmis yara ortiisiine ait kalinlik, gerilme direnci, elastikiyet,
young’s modiil, adezyon kuvveti, su buhar1 gegirgenligi ve oksijen gegirgenligi sonuclari
Cizelge 3.28.’de 6zetlenmistir. Yara oOrtiislinlin ortalama kalmligr 356,67 £ 25,03 um’dir.
Literatiir taramalarinda 50-500 um kalinligindaki filmlerin yara ortiisii olarak uygulanmasina
dair gesitli in vitro-in vivo ¢alismalar bulunmaktadir ve yara ortiisii formiilasyonumuz kalinlik

acisindan literatiirle uyumludur (Devi ve Dutta, 2017; Goyanes vd., 2016; Sandri vd., 2013;
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Yu vd., 2017; Zaman vd., 2011). Gerilme direnci degerinin 8,78 + 2,12 MPa olmasi, Ortiiniin
kullanim sirasinda yeterli mekanik stabilite sundugunu ve giinliik hareketlere dayanabilecegini
gostermektedir. Ayrica, elastikiyet yilizdesi 17,22 + 5,33, Young's modiilii degeri ise
0,63 = 0,06 MPa/% olarak bulunmustur. Saglikli kosullarda insan derisinden beklenen
mekanik dayanikliliga gore (2,5-16 MPa gerilme direnci ve %20-55 esneme) (Ji vd., 2024),
nihai yara Ortiisiiniin gerilme direnci bu aralik icerisindedir ancak uzama yiizdeleri agisindan
degerlendirildiginde formiillerin yeterince esnek olmadiklar1 goriilmektedir. Fakat literatiir
calismalarinda uygun mekanik diren¢ saglandiktan sonra %?2-4 araliinda degisen diisiik
elastikiyetin de potansiyel yara ortlisii uygulamalarinda yeterli olabilecegi tespit edilmistir
(Al-Sheerazee vd., 2024; Hafezi vd., 2019; Karagiil vd., 2024). Diisiik esneklik verilerine
sahip bu filmlerin deriye kiyasla daha kirtlgan bir yapiya sahip olduklari séylenebilir (Gomes
Neto vd., 2019; Hafezi vd., 2019). Onemli bir diger parametre olan adezyon kuvveti
2,382 + 0,19 N olarak bulunmustur. Bu deger, oOrtiiniin yaranin iizerine yeterli yapisma
saglayabilecegini goéstermektedir (Arezomand vd., 2024; Hafezi vd., 2019). Bariyer
ozelliklerine bakildiginda su buhari gecirgenligi hiz1 2302 + 12,23 g/glin'm? olarak
olgiilmiistiir. Ideal bir yara iyilestirme ortamu igin su buhari gegirgenligi hiz1 degerinin
2000-2500 g/giin'm? araliginda olmasi gerektigi literatiirde bildirilmektedir (Al-Sheerazee
vd., 2024; Tao vd., 2024; Tiwari vd., 2023). Bu agidan 3B hazirlanmis honeycomb desen yara
oOrtiisiiniin yaranin nemli kalmasimi destekleyecek kadar gecirgen oldugunu ve asirt sivi
kaybini onleyebilecegini gdstermektedir. Oksijen gegirgenligi 49,25 + 8,17 mg/1 olarak negatif
kontrol (38,16 mg/l) ve pozitif kontrol (62,34 mg/l) arasinda bulunmustur ve film yapisinin
mekanik koruma saglarken ayni zamanda oksijen gecisine de izin veren gozenekli yapisiyla
aciklanmaktadir (Jiang vd., 2016). Sonug olarak, optimize edilmis yara ortiisti formiilasyonu,
yeterli mekanik direng, esneklik, adezyon, kontrollii su buhari ve oksijen ge¢irgenligi gibi yara

iyilesmesi i¢in gerekli temel 6zellikleri saglayacak sekilde hazirlanabilmistir.

Sekil 3.53.’te yara ortiisii formiilasyonunun sisme derecesi grafigi verilmistir. Yara
ortiisii olarak kullanilacak filmlerin sisme davraniginin belirlenmesi, filmlerin maserasyondan
kag¢inarak yaradan eksiidayr emme kapasitesini belirlemek i¢in dnemlidir (Al-Sheerazee vd.,
2024). Eksiida birikimi mikrobiyal proliferasyonu destekleyebileceginden, zamaninda
¢ikarilmasi yara iltihabin1 baskilamak ve yara iyilesmesini desteklemek igin kritik Gneme
sahiptir (Ji vd., 2024). ideal bir yara értiisiiniin emilim oram1 %150'den yiiksek olmalidir. Yara
ortiisiiniin maksimum sismeye ulastig1 10.dk’da %300’iin lizerinde sisme tespit edilmistir. Bu

da 3B basilmis yara ortiistiniin planlanmis gézenekli yapisi sayesinde elde edilebilmistir.
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Liyofilize H.perforatum ekstresinin tiim ornekleme araliklarinda optimize edilmis
nanopartikiil ve yara ortiisii sistemlerine kiyasla 6nemli 6lciide daha yiiksek kiimiilatif salim
gosterdigini ortaya koymaktadir (Sekil 3.54.). 24 saatlik siire boyunca liyofilize H.perforatum
ekstresi, optimize nanopartikiil ve yara ortiisii icin sirasiyla %98.,55, %74,78 ve %62,00
degerleri elde edilmistir. Yara ortiisiinde hiperisinin salim ylizdesinin daha diisiikk olmasi,
nanopartikiilde PCL’nin diigiik hidrofilik 6zelligi sebebiyle meydana gelen yavas
biyobozunurlugu ile uzatilmis etkin madde saliminin, bu nanopartikiillerin kitozan film gibi
ikinci bir matris igerisine dagitildiklarinda bu siirenin daha uzun olmasi ve dolayisiyla daha
yavag etkin madde a¢iga ¢ikisi ile agiklanabilir (Coco vd., 2023; Nafee vd., 2013; Pourhojat

vd., 2016). Boylece daha uzun siire yara tedavisi saglanmigtir.

Cizelge 3.29.'da sunulan in vitro ¢6ziinme hiz1 kinetikleri, optimize edilmis
H.perforatum yiiklii nanopartikiil formiilasyonunun hiperisin salim 6zelligini detayli bir
sekilde ortaya koymaktadir. Farkli kinetik modellerle yapilan degerlendirmeler sonucunda,
Weibull modelinin en yiiksek uyumu sagladigi goézlenmistir (R>=0,9579, AIC=22,5546,
MSC=2,6605). Bu yiiksek korelasyon katsayis1 ve diisiik AIC degeri, Weibull modelinin
hiperisinin ¢éziinme hiz1 verilerini en iyi temsil eden model oldugunu gostermektedir.
Korsmeyer-Peppas modeline ait R? degeri de oldukga yiiksek bulunmustur (R>=0,8765). Elde
edilen n degeri (n=0,3687) ise salim mekanizmasinin Fick difiizyon kontrollii oldugunu isaret
etmektedir (n<0,45) (Ahmady vd., 2022; Estevinho vd., 2021). Bu sonug, etkin madde
saliminin oncelikli olarak difiizyon mekanizmasiyla gergeklestigini, ancak tam bir sifir ya da
birinci derece kinetik profile uymadigin1 gdstermektedir. Higuchi modeli ile de orta diizeyde
bir uyum (R?>=0,6858) elde edilmis; bu da ¢oziinmenin kismen difiizyon kontrollii oldugunu
desteklemektedir. Ancak sifir derece ve Hixson-Crowell modellerinin diisiik uyumu, hiperisin
saliminin ne sabit hizda bir ¢oéziinme siireciyle ne de sadece yiizey alanindaki degisimle
aciklanamayacagini gostermektedir. Sonug¢ olarak, optimize edilmis H.perforatum igeren
nanopartikiil yiiklii yara ortiisli formiilasyonunda hiperisin saliminin, difiizyon kontrolli bir

mekanizma ile gerceklestigi ve Weibull modeliyle en iyi sekilde tanimlandigi belirlenmistir.

Sekil 3.55.te optimize film ve optimize yara Ortiistiniin in vitro borik asit salim profilleri
karsilastirilmigtir. Optimize film formiilasyonu, ilk 30 dakika igerisinde hizli bir ¢6ziinme
gostererek yaklasik %50'lik bir etkin madde salimi gergeklestirmistir. Yara Ortiisti ise daha
yavasg bir ¢oziinme profili sergilemis ve %35 civarinda bir salima ulasmistir. Nanopartikiil
yiiklii yara ortiisiinde etkin maddenin nanopartikiil varligi sebebiyle artan polimer matris

icinde daha kontrollii bir sekilde tutuldugu ve salimmin difiizyonla smirli oldugu
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diisiiniilmektedir. Ayrica, nanopartikiillerin varlig1 salimin1 yavaslatmis, boylece daha uzun

stireli bir salim saglanmistir.

Cizelge 3.30.’da optimize edilmis H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii yara ortiisii
formiilasyonunun in vitro borik asit ¢oziinme hizi kinetikleri sunulmustur. Farkli kinetik
modellerin analizi sonucunda, Weibull modelinin ¢6ziinme verilerini en iyi temsil ettigi
goriilmistiir (R?>=0,8414, AIC=40,4635, MSC=1,3894). Weibull modelinin yiiksek R* degeri
ve diisik AIC degeri, borik asit coziinmesinin bu modelle basarilt bir sekilde
tanimlanabildigini gostermektedir. Korsmeyer-Peppas modelinde de yiiksek bir uyum
gbzlenmistir (R>=0,7567). Bu modele gore elde edilen n degeri (n=0,2170) ¢ézlinmenin Fick
difiizyon mekanizmasina uygun oldugunu gostermektedir. Bu durum, borik asit saliminin
difiizyon kontrollii bir siiregle gergeklestigini diisiindiirmektedir. Higuchi modeli ile uyum
bulunmamistir (R?>=0,0669). Ayrica sifir derece ve birinci derece kinetik modelleri, negatif
korelasyon katsayilari ile ¢oziinme verilerini uygun sekilde temsil edememistir. Sonug olarak,
optimize edilmis H.perforatum i¢eren nanopartikiil yiiklii yara ortiisii formiilasyonundan borik
asit salimi, hizh bir baslangic ve ardindan yavaslayan bir ¢6ziinme profili sergileyerek Weibull

modeli ile en iyi sekilde agiklanmigtir (Ahmady vd., 2022; Estevinho vd., 2021).

Nanopartikiil, film ve yara ortiisii formiilasyonlarina ait SEM goériintiilerinde (Sekil
3.56.) ylizey goriintiileri incelendiginde (A), nanopartikiil formiilasyonunda kiigiik, diizgiin ve
homojen dagilim gosteren partikiiller gozlenmistir. Partikiiller arasinda 6nemli bir agregasyon
goriilmese de kriyoprotektandan gelen kiimelenme gozlenmistir. Film formiilasyonunun yiizey
goriintiistinde, CAD tasarimina uygun honeycomb desende gozenekli bir yapi olustugu
desteklenmektedir. Yara ortiisii formiilasyonuna ait yilizey goriintiilerinde ise, film yapilarina
benzer sekilde gozenekli ve nanopartikiillerin daha belirgin oldugu dalgali bir yiizey
morfolojisi goriilmiistiir. Yara Ortiisiiniin icerisinde nanopartikiillerin genel olarak homojen
dagitildig1 sOylenebilir. Yan kesit goriintiileri (B) degerlendirildiginde, yara Ortiisii
formiilasyonunun ¢ok katmanli bir yap1 sergiledigi gozlenmistir. Tabakalar arasi belirgin
siirlar ve heterojen bir i¢ yapt mevcuttur. Bu ¢ok katmanli yapinin hem mekanik dayaniklilig
hem de etkin madde salimimi modifiye edebilecegini kanitlamaktadir. Genel olarak SEM
analizleri, tiim formiilasyonlarin morfolojik 6zelliklerinin hedeflenen uygulama amaglarina

uygun sekilde gelistirildigini gostermektedir.

Bos nanopartikiil iceren bos film, H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii bos film,

borik asit igeren film ve yara Ortiisii formiilasyonlariin 3B mikroyapilarinin analizleri
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mikro-BT ile degerlendirilmis ve sonuglar, Cizelge 3.31. ve Sekil 3.57.'de gosterilmistir.
Toplam hacim ve numune hacmi degerleri incelendiginde, borik asit iceren filmin diger film
formiilasyonlarina kiyasla daha diigsiik hacim degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu
durum, SEM goriintiilerinde de tespit edildigi gibi (Sekil 3.56.) borik asidin film matrisine
ilave edilmesiyle film yapisinda bir miktar degisime neden oldugunu diisiindiirmektedir. Yara
ortiisii ise en diisiik toplam hacim ve numune hacmi degerlerine sahiptir, bu da daha yogun ve
siki bir yap1 olusturuldugunu goéstermektedir. Nesne hacmi yiizdesi degerleri tiim gruplarda
oldukca benzerdir (~%0,099), bu da formiilasyonlarin genel yogunluk diizeylerinin birbirine
yakin oldugunu ancak yap1 igi farkliliklarin diger parametrelerle daha iyi agiklanabilecegini
gostermektedir. Kapali gdzenek sayisi incelendiginde, borik asit igeren film ve yara Ortiisii
formiilasyonlariin daha fazla kapali gozenek igerdigi goriilmistiir (sirasiyla 10 ve 11 kapah
gozenek). Bu artig, borik asitin matris igerisinde dagilmasi ile film yapisinda meydana gelen
capraz baglanma ile daha fazla mikro-gozenek olustugunu ve bu gézeneklerin bir kisminin
tamamen izole yapilar olusturdugunu gostermektedir. Agik gézenek alani hacmi ve agik
gozeneklilik yiizdeleri, ozellikle borik asit iceren filmde digerlerine kiyasla yiiksek
bulunmustur (%63,57). Bu durum, borik asidin matris iginde ¢odziinmesi veya dagilimi
sirasinda  mikrokanallar ~ olusturdugunu ve filmin gozenekli yapisim1 artirdigini
disiindiirmektedir. Yara ortiisii formiilasyonunda ise acik gozeneklilik daha diisiik bulunmus
(%53,59), bu da daha siki bir yapt olusumu ile uyumlu bulunmustur. Yara Ortiisii
formiilasyonunda daha diisiik acik gozeneklilik, uygulamada daha iyi bir bariyer fonksiyonu
ve kontrollii nem kaybi avantaji saglayabilir. Konnektivite degerleri, bos nanopartikiil yiikli
filmlerde oldukca yiiksekken (68), diger film ve yara ortiisii formiilasyonlarinda daha diisiik
bulunmustur. Bu bulgu, nanopartikiil yiiklemesinin film matrisinde daha fazla baglantili
gbzenek olusturdugunu gostermektedir. Buna karsilik, yara ortiisii formiilasyonunda diisiik
konnektivite (11) daha diizenli ve kontrollii bir i¢ yap1 sagladigini isaret etmektedir. Anizotropi
derecesi degerlendirildiginde, bos nanopartikiil yiiklii filmlerin daha yiiksek anizotropi (2,03—
3,52) sergiledigi, fakat yara ortiisii formiilasyonunun daha diisiik bir anizotropi derecesine
(2,69) sahip oldugu goriilmiistiir. Diistik anizotropi, daha izotropik (yani her yonde daha
homojen) bir yapiy1 temsil etmekte olup, yara Ortlisiiniin daha dengeli mekanik 6zelliklere
sahip olabilecegini disiindiirmektedir. Sonug¢ olarak, Mikro-BT tarama sonuglari, her
formiilasyonun gozenek yapisi ve i¢ morfolojisi agisindan belirgin farkliliklar sergiledigini
ortaya koymustur. Borik asit iceren filmler daha yliksek gozeneklilik ve konnektivite
gosterirken, yara Ortiisli formiilasyonlari daha siki, diisiik gézenekli ve diizenli bir yapi ile yara

iyilesmesine uygun bir fiziksel 6zellik profiline sahiptir.
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Cizelge 3.32.’de yara ortiisii formiilasyonunun 25 + 2 °C sicaklik ve %60 + %5 bagil
nem kosullarinda 6 ay boyunca gerceklestirilen stabilite testlerine ait bulgular sunulmustur.
Hiperisin ve borik asit i¢in ylikleme etkinlikleri baslangigta sirasiyla %90,70 ve %98,74 olarak
belirlenmistir. Zamanla kiiciik diisiisler kaydedilmis; 6. ay sonunda hiperisin i¢in %90,48’e,
borik asit i¢in ise %98,57’ye gerileme gozlenmistir. Ancak bu degisimler oldukca minimal
olup, yiikleme etkinligi degerleri 6 ay boyunca yiiksek diizeylerde korunmustur (%5’ten az
degisim). Bu bulgular, etkin maddelerin polimerik matris icerisinde stabil kaldigin1 ve
formiilasyonun uzun siireli depolama kosullarinda etkin madde tasima kapasitesini
koruyabildigini gostermektedir. Hiperisin ve borik asit igin in vitro ¢oziinme hizlarinda da
zamanla azalmalar goézlenmistir. Hiperisin i¢in baglangicta %52,40 olan %kiimiilatif ACEM,
6. ayda %51,82'ye; borik asit igin ise %19,95'ten %19,48'e diismiistiir. Bu degisimler ¢dziinme
performansinda anlamli bir kayip olmadigimi ve formiilasyonun ¢oziinme karakteristiklerini
depolama siiresince biiyiik 6l¢lide korudugunu gostermektedir (%5°ten az degisim). Kiigiik
sapmalar, polimer matrisin zamanla hafif fiziksel degisiklikler gdstermesiyle agiklanabilir
ancak bu degisiklikler biyolojik etkinlik agisindan kritik bir etki olusturmamaktadir. Adezyon
kuvveti baslangicta 2,38 N olarak olgiilmiis ve 6 ay boyunca yalnizca kiigiik bir azalma
(2,35 N) gozlemlenmistir. Bu sonuglar, yara ortiisii formiilasyonunun adezyon performansinin
zamanla korundugunu géstermektedir (ICH-Q1E, 2017). Stabilite ¢alismalar1 sonucunda elde
edilen tim parametrelerdeki kiiciik degisimler, formiilasyonun uzun donem saklama
kosullarinda stabil kaldigin1 ve etkin madde salimi ile adezyon 6zelliklerini koruyabildigini
gostermistir. Bu bulgular, yara ortiisii formiilasyonunun hem raf émrii agisindan hem de tedavi
siirecinde giivenilir bir secenek olabilecegini desteklemektedir. 3B yara Ortiisii
hazirlanmasinin baslica amaclarindan biri de hastanelerde hastaya 6zel formiil hazirlanmasi
oldugundan 6 aylik stabilite sonuglar1 boyle bir formiilasyonun uygulama siirecinde stabilite

agisindan problem olusturmayacagini gostermektedir.

Yara ortiilerinde antibakteriyel Ozellikler olduk¢a Onemlidir, ¢linkii enfeksiyonlar
genellikle yara iyilesmesinde gecikmelere yol acar. Uretilen 3B kitozan filmlerin
antibakteriyel aktivitesi, gram-pozitif ve gram-negatif bakterilerin temsilcileri olan S.aureus
ve E.coli'ye karsi koloni sayim yontemi ile degerlendirilmistir (Ferrer vd., 2014). Cizelge
3.32.°de, optimize edilmis film ve yara Ortiisii formiilasyonlarimin E.coli ve S.aureus
bakterilerine karsi antimikrobiyal etkinlikleri karsilastirmali olarak sunulmustur. Kontrol
grubunda her iki mikroorganizma igin de yiiksek seviyede bakteri yiikii gozlenmistir (E.coli:
14x10° CFU/mL, S.aureus: 78x10'? CFU/mL). Uygulanan formiilasyonlar bu baslangi¢

degerlerine kiyasla anlamli diizeyde azalma saglamistir. Bos film formiilasyonu, E.coli’ye
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kars1 2,07 log azalma (%99,1 azalma) ve S.aureus’a kars1 7,53 log azalma (%100 azalma)
gostermistir. Bu sonuglar, film formiilasyonun kitozandan kaynaklanan antibakteriyel
ozelliklerinin ve tastyict polimerlerin bakteriyel proliferasyonu kismen sinirlayabildigini
gostermektedir. Nanopartikiil yiiklii bos film, E.coli igin 1,45 log azalma (%96,4 azalma) ve
S.aureus i¢in 7,66 log azalma (%100 azalma) saglamistir. S.aureus tizerindeki etkinlik ¢ok
yiiksek olup (%100 azalma), gram pozitif bakterilere karsi formiilasyonun oldukea giiglii bir
etki gosterdigi goriilmektedir. Ancak E.coli'deki etki, bos filme gore biraz daha disiiktiir. Bu
durum, nanopartikiillerin gram negatif bakteri hiicre duvar yapisina niifuz etmesinde
sinirlamalar olabilecegini diisiindiirmektedir. Borik asit iceren film, E.coli igin 1,24 log azalma
(%94,3 azalma) ve S.aureus i¢in 7,89 log azalma (%100 azalma) géstermistir. Borik asidin
bilinen antimikrobiyal 6zellikleri ile uyumlu olarak, 6zellikle S.aureus karsisinda ¢ok yiiksek
bir inhibisyon sagladigi gézlenmistir. Bununla birlikte, E.coli igin elde edilen etkinlik, bos
film ve nanopartikiil yiiklii bos filme gore bir miktar daha diigiik kalmistir. Yara ortiisii
formiilasyonu ise en gii¢lii antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir. E.coli i¢in 2,3 log azalma
(%99,5 azalma) ve S.aureus icin 6,85 log azalma (%100 azalma) elde edilmistir. Yara
oOrtiisiiniin hem gram negatif hem de gram pozitif bakterilere karsi etkin bir bariyer olusturdugu
ve mikrobiyal kontaminasyonu Onemli Ol¢iide engelleyebildigi  goriilmektedir.
H.perforatum’un da antimikrobiyal etkisi s6z konusudur ancak gram negatiflerde gram
pozitifler kadar etkili olmadig1 belirlenmistir (Kucuk ve Yildirim, 2019; Lyles vd., 2017;
Orhan vd., 2013). Bu nedenle de formiilasyona hem gram pozitif hem gram negatiflerde etkili
borik asidin ilavesi ile bu etki saglanmistir. Antibakteriyel borik asitin varliginin yan sira,
birgok caligmada kitozanin S.aureus ve E.coli lizerinde Onemli inhibitor etkilere sahip
oldugunu ve bu bakterilere karsi daha yiiksek duyarlilik sergiledigi bildirilmistir (Boateng vd.,
2008; Gunes ve Tihminlioglu, 2017; Rajinikanth vd., 2024; Sakai vd., 2024; Tao vd., 2024).
Bu sonuglar, gelistirilen formiilasyonlarin 6zellikle yara iyilesme ortaminda enfeksiyon riskini

azaltmada etkili olabilecegini kanitlamaktadhr.

Hiicrelere ekstraksiyon sivisi eklenmesinden sonra Bolim 2.2.12.1.°de agiklandigi
sekilde sterilize edilen numunelerde (negatif kontrol grubu, pozitif kontrol grubu, Grup 2: bos
nanopartikiil yiikli bos film, Grup 3: H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii bos film, Grup
4: Borik asit iceren film ve Grup 5: Yara ortiisii) hiicre tabakasi yayilimi, canli hiicre sayisi ve
hiicre biliylime inhibisyonu Sekil 3.58.-Sekil 3.60.’ta degerlendirilmistir. Mikroskobik
inceleme ve canli hiicre sayimi sonuglarina gore, sitotoksisite test degerlendirmeleri Cizelge

3.34. ve Cizelge 3.35.'te 6zetlenmistir.
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Sekil 3.58.”deki mikroskobik goriintiilerden elde edilen verilere gore, tiim gruplarda 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerinde hiicre tabakasi yayilimi (confluency) biiyiik oranda
korunmustur (Cizelge 3.34.). Bos nanopartikiil yiikli bos film (Grup 2) grubunda hiicre
tabakasi yayilimi skoru 1 olarak belirlenmisken (yani hafif etki), nanopartikiil ytiklii bos film,
borik asit iceren film ve yara ortiisti gruplarinda (Grup3-5) bu skor 2 olarak bulunmustur. Bu
durum, bu gruplarda hafif diizeyde bir hiicresel stres olustugunu diisiindiirmektedir. Hiicre
morfolojisi acisindan incelendiginde, nanopartikiil yiikli bos film grubunda (Grup 3)
morfolojik degisim skoru 3 olarak kaydedilmis olup, bu da orta diizeyde hiicre sekil degisikligi
oldugunu gostermektedir. Diger gruplarda ise hiicresel morfolojik degisimler daha diisiik
seviyelerde (skor 1) gdzlenmistir. Olii hiicre miktar1 (yiizen hiicreler) agisindan bakildiginda,
bos nanopartikiil yiiklii bos film grubunda (Grup 2) yiizen hiicre gézlenmemistir (skor 0), diger
tiim gruplarda ise hafif artis (skor 1) mevcuttur. Hiicre biiyiimesi inhibisyonu ise, nanopartikiil
yiiklii bos film ve yara Ortiisii gruplarinda bir miktar artis gostermistir (skor 1), digerlerinde
ise kayda deger bir inhibisyon gézlenmemistir. Cizelge 3.35.'te sunulan sitotoksik cevap
indekslerine gore, tiim formiilasyonlarin sitotoksik olmadigi belirlenmistir (hepsi "Hayir"
sonucu vermistir). Bos nanopartikiil yiklii bos film (Grup 2) en diisiik sitotoksik cevap
indeksiyle (0,3) en az hiicresel etkiyi gosterirken, nanopartikiil yiikli bos film (Grup 3: 2,6)
ve yara Ortiisii (Grup 5: 2,3) gruplarinda hafif diizeyde sitotoksik stres saptanmistir. Bu
sonuglar, gelistirilen film ve yara oOrtiisii formiilasyonlarinin hiicresel canlilik agisindan

giivenli oldugunu desteklemektedir (Al-Sheerazee vd., 2024; Bal-Oztiirk vd., 2024).

Sekil 3.61. ve Sekil 3.62.'de ¢izik alanlara hiicre gdcii analizleri sunulmustur. Deney
gruplarindan (pozitif kontrol grubu, Grup 2: bos nanopartikiil yiikli bos film, Grup 3:
H.perforatum igeren nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 4: borik asit iceren film ve Grup 5:
yara Ortiisii) elde edilen ekstraksiyon sivilarinin eklenmesinden sonra 0, 12, 24 ve 36 saatlik
periyotlarda ¢izik alanlarin daralma egilimi izlenmistir. Yara iyilesmesi, iist {iste binen birkag
asamaya ayrilan diizenli bir siirectir. Fibroblast hiicreleri, dokularin ECM’sini hiicre gocii ile
simiile ederek yara iyilesme siirecinde hayati bir rol oynar (Al-Sheerazee vd., 2024; Meenatchi
vd., 2024; Mutlu vd., 2022; Yang vd., 2024; Zanchetta vd., 2024). Filmlerde olusan yara ylizey
alanlari, beklendigi gibi zamanla hiicre gocii ile kiigiilmiistiir. Cizilmeyi takiben, hiicre gocii
kantitatif olarak oOlgiildiigiinde 36.saatin sonunda en fazla kiigiilme yara ortiisii (Grup 5)
formiilasyonunda ger¢eklesmistir. Hiperisin yiiklii nanopartikiil iceren film (Grup 3) ile borik
asit yiikli film (Grup 4) karsilastirildiginda, borik asidin daha fazla fibroblast hiicre gdciinii
destekledigi goriilmektedir. Bu da borik asidin yara ortiisiinden hizli ¢ikisina bagli olarak hizli

etki gostermesi ile ifade edilebilir. Iki etkin maddenin birlikte kullanimu ile en hizli hiicre gogii
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elde edilmistir (Grup 5). Elde edilen sonuglar, liyofilize H.perforatum ekstresi ve borik asit
iceren yara Ortiisiiniin daha iyi bir yara iyilesme siireci icin fibroblastlarin ¢ogalmasini ve
migrasyonunu artirabildigini gostermektedir. Kontrol grubunda gozlenen daha hizli hiicre
gbct, hiicrelerin standart kiiltiir ortaminda higbir dis stres faktdriine maruz kalmadan optimal
proliferasyon ve migrasyon kapasitesine sahip olmalar1 ile aciklanabilir. Ciinkii deney
gruplarinda ekstraksiyon sivisina bagli minimal cevresel degisiklikler nedeniyle hiicresel
adaptasyon siirecleri gézlenmis ve goc¢ hizlarinda hafif azalmalarin bu stres faktorlerinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Merino-Casallo vd., 2022). Benzer sekilde,
H.perforatum ekstresi iceren aljinat film yara ortiisii calismasinda (Mutlu vd., 2022), fibroblast
hiicrelerindeki etkisi scratch assay ile gergeklestirilmistir. Analiz sonuglarina gore, 24 saat
sonunda daha az ekstre igeren film grubunda ¢izik alaninin kapanmasi, 2 kat fazla ekstre iceren
filmlere gore daha hizli gergeklesmis ve kontrol grubuna benzer bir iyilesme orani elde
edilmistir. Bu sonuglar, H.perforatum ekstresinin diisiik konsantrasyonlarda hiicre go¢iinii
destekleyebilecegini, ancak yiiksek konsantrasyonlarin hiicre migrasyonu iizerinde sinirlayici
etki gosterebilecegini diisiindiirmektedir. Bu sebeple bir nanopartikiil igerisine yiiklenerek
verildiginde salim hizinin da yavaslamasina bagli olarak doza bagl hiicre migrasyonunu

sinirlayic etkisi azalmis olacaktir.

Bolim 2.2.13.”de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen in vivo ¢aligmalar sonrasinda tiim
gruplarda goézlenen yara iyilesme siireci Sekil 3.63.te gosterilmistir. Gorsel olarak, tiim
gruplarda enfeksiyon, tahris veya asir1 kizariklik belirtisi gézlenmemistir. Yara kapanma
ylizdesi ve tiim gruplardaki yara alan1 azalmasi Sekil 3.64. ve 3.65.’te gosterilmistir. Ayr1 ayri
H.perforatum (Grup 3) ve borik asit igeren (Grup 4) formiilasyonlarda 7.giinde sirasiyla
%36,76 ve %33,46 yara kapanmasi gozlenirken, H.perforatum ve borik asiti birlikte igeren
formiilasyonda (Grup 5) 7.giinde %74,34 yara kapanmasi tespit edilmistir. Sadece
H.perforatum igeren filmde (Grup 3) 19 giinde, sadece borik asit igeren filmde (Grup 4) ise
17 giinde yara tamamen kapanirken, ikisini birlikte i¢ceren formiilasyonda (Grup 5) 13 giinde
%99’luk yara kapanmasi meydana gelmistir. In vivo yara iyilesmesi ¢alismalari
incelendiginde, H.perforatum igeren merhem (Chatzimisios vd., 2023), H.perforatum yagi
igeren merhem (Nayak vd., 2017), H.perforatum’un zeytin yagh ekstre uygulamasi (Suntar
vd., 2010) gibi galismalarda 7 giinde %20’den %80 aralifinda yara iyilesme oranlar
goriilmektedir. Bu agidan degerlendirildiginde, bizim ¢alismamizda yara iyilesmesine olumlu
etkileri bilinen kitozan ve borik asit kullammimin da katkisiyla, H.perforatum igeren

nanopartikiil yiiklii yara ortiisii formiilasyonlar1 sayesinde literatiirden benzer veya daha iyi
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sonuclar elde edilebilecegi goriiliirken hem adezyon yapist hem de yara boyutuna uygun

sekilde 3B basilip yaraya uygulanabilmesi yonleriyle daha avantajli oldugu kanitlanmaistir.

Cizelge 3.36.'da yer alan veriler, hayvan deneyleri sonrasinda ¢ikarilarak Mikro-BT ile
analiz edilen yara dokularinin (Grup 1: negatif kontrol grubu, Grup 2: bos nanopartikiil yiiklii
bos film, Grup 3: H.perforatum nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 4: Borik asit i¢eren film ve
Grup 5: yara ortiisii ile tedavi edilen) mikro yap1 6zelliklerini yansitmaktadir. Elde edilen
sonugclar, farkli gruplar arasinda yara dokusunun yeniden yapilanma ve iyilesme siirecinde
onemli farkliliklar oldugunu gostermektedir. Mikro-BT analizinde hacimle ilgili parametreler
arasinda doku hacmi (tissue volume, TV), nesne hacmi (object volume, BV) ve yiizde nesne
hacmi (percent object volume, BV/TV) bulunmaktadir. Doku hacmi, tanimlanan bdlgenin
toplam hacmini ifade eder ve deneyde genellikle yara defektinin kapladigi hacimdir. Yiizde
nesne hacmi (BV/TV) de defekt hacminin ne kadarmin doku tarafindan dolduruldugunu
oransal olarak ifade eder (An vd., 2017; Hestehave Pedersen vd., 2015). Iyilesme ilerledikce
BV/TV yiizdesinin beklendigi gibi tiim gruplarda artmasi gézlenmistir. Ozellikle Grup 5’te,
21. giinde %1,06 = 0,05’lik BV/TV orani ile en yiiksek doku doluluk orani elde edilmistir.
Buna karsilik, kontrol grubu (Grup 1)’nda bu oran yalnizca %0,26 + 0,07 diizeyinde kalmistir.
Bu fark, yara ortiisii kullanilan grupta iyilesmenin ¢ok daha ileri seviyede gerceklestigini
gostermektedir. Fakat BV/TV oram diisiik kalan kontrol grubu ve Grup 2’de, defektin biiyiik
kisminin hala dokuyla dolmadigi, iyilesmenin geride seyrettigi anlasilmaktadir. Sonug olarak
hacim Ol¢timleri, 6zellikle Grup 5’in 21. giinde en yiiksek nesne hacmi ve nesne hacmi
ylizdesine ulasmasiyla, bu grubun daha etkin bir doku rejenerasyonuna sahip oldugunu

gostermektedir.

Yiizey alanma iliskin parametreler, doku yiizeyi (tissue surface, TS), nesne yiizeyi
(object surface, BS) ve doku ylizey yogunlugu (ylizey/hacim orani, BS/TV) seklindedir. Doku
yiizeyi, ilgili hacim bolgesinin dis yiizey alanini tanimlar. lyilesme siirecinde defekt bolgesi
yeni doku ile dolduk¢a agik yiizey alani azalabilir, ilerleyen giinlerde doku yiizeyinde bir
miktar azalma beklenir, ¢linkii defektin i¢ yiizeyleri yeni doku ile ortiilerek serbest yiizey
alanim1 daraltir (Hestehave Pedersen vd., 2015). Nesne yiizey yogunlugu (BS/TV), yara
ylizeyinin (nesne) toplam hacme oranidir ve dokunun incelik ve karmasiklik derecesini
gsterir. Tyilesmenin erken evrelerinde, olusan doku pargaciklar kiigiik ve dagimik oldugu igin
BS/TV degeri baslangigta belirli bir seviyeye kadar yiikselir. Zamanla dokular kalinlasip
birlesmeye basladiginda, ayni hacim igindeki yiizey orani nispeten azalabilir. Bu durum,

trabekiiler yapinin kalinlagip yiizey karmasikliginin azalmasiyla agiklanabilir. Grup 1 ve
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Grup 4 disinda diger gruplarda, 7. glinde az miktarda da olsa olusan kiigiik dokular nispeten
yliksek bir yiizey/hacim oranina sahipken 21. giine gelindiginde bu gruplarda BS/TV
degerlerinde 14. giine kiyasla bir diistis egilimi gozlenmistir. Bu da borik asitten ziyade
hiperisinin doku iyilesmesini destekleyici etkisini gostermektedir. En yiiksek doku yiizey alani
ve uygun yiizey yogunlugu degerleriyle Grup 5, 21. giinde 648,20 + 34,89 mm? doku yiizey
alan1 ve 0,47 = 0,31 mm?»mm? nesne yiizey yogunlugu ile ylizey karakteristigi bakimindan da
en iyi sonucu sergilemistir. Buna karsin Grup 2’de (bos film) BS/TV degeri yalnizca
0,03 £ 0,01 olarak dl¢iilmiistiir. Borik asit ile hiperisin birlikte verildiginde en yiiksek doku
gelisimi gozlenmesi de bu iki bilesenin sinerjistik etkisiyle agiklanabilir ve bu sonug da tez

Onerimizde sunulan hipotezi destekler niteliktedir.

Striiktiir model indeksi (SMI), dokunun sekilsel karakterini yansitan ve gubuk (rod)
veya levha (plate) biciminde oldugunu gdsteren boyutsuz bir parametredir. Teorik olarak SMI
degerinin 0’a yakin olmasi plaga benzer, 3’¢ yakin olmasi gubuga benzer yapi anlamina gelir
(Salmon vd., 2015). Deney gruplarimizda SMI, iyilesme ilerledik¢e azalma egilimi
gostermistir. 7. giinde 6zellikle kontrol grubunda yeni doku yapilari ¢cogunlukla kii¢iik ve izole
oldugundan SMI degerleri goreceli olarak yiiksektir (daha gubuk benzeri yapi). Zamanla tiim
gruplarda SMI diisiis gostermistir. SMI degeri Grup 5’te 3,49 + 0,23 (7. giin) seviyesinden
3,40 = 0,35 (21. giin)’e inerek, daha organize bir trabekiiler yap1 olustugunu gostermistir.
Kontrol grubunda ise 2,32 + 0,66’dan 1,91 = 0,59’a diisiis sinirh kalmigtir. SMI’daki azalma,
biyolojik olarak yara dokusunun matiirasyonunu yansitir; baslangicta ince ¢ubuklar halinde
beliren yeni doku trabekiilleri zamanla kalinlasip genis yiizeyli yapilar haline gelmektedir. Bu
degisim, dokunun tasiyabilecegi yiik kapasitesini artiran olumlu bir iyilesme gostergesidir. Bu
bakimdan, SMI degeri en ¢ok diisen (yani en plate-benzeri hale gelen) Grup 5’in doku

kalitesinin en iyi oldugu sdylenebilir.

Anizotropi derecesi (Degree of Anisotropy, DA), trabekiiler yapmin yonli diizen
gosterip gostermedigini, yani belirli bir baskin dogrultuda hizalanma olup olmadigini
niceliksel olarak tanimlar. Degerin yiiksek olmasi, trabekiiler elemanlarin belirli bir yonde
belirgin sekilde dizildigini; diisiik olmasi ise izotropik (her yonde esdeger) bir yap1 oldugunu
gosterir. Doku onarimi ve defekt iyilesmesi sirasinda, baslangigta gelisen yeni doku
cogunlukla rastlantisal yonelimlidir (diisitk DA) (Cole vd., 2014). Deneyin 7. giin verilerinde
gruplarin ¢ogunda DA degerleri diisiiktiir; olusan az miktardaki doku, belirgin bir dogrultuda
organize olacak kadar genis bir ag olusturmamustir. Bununla birlikte, tedavi ile iyilesmesi

hizlanan gruplarda (6zellikle Grup 3 ve Grup 5) defekt boyunca dokularin bag olusturmasi
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basladiginda trabekiiler yapilarin defekt ekseni dogrultusunda hizalanma egilimi gdsterdigi
diisiiniilmektedir. Gergekten de ilerleyen zamanla birlikte DA degerlerinde bazi gruplarda artis
gozlenmistir. Ozellikle Grup 5’in anizotropi derecesi 7. giinde 1,77 + 0,52 iken 21. giinde 2,67
+ 0,46’ya yiikselmistir. Bu belirgin artis, dokunun iyilesme siireci i¢inde belirli bir yonelim
kazandigin1 ve daha fonksiyonel bir yapiya doniistiigiinii gostermektedir. Yani burada tek
basma hiperisinin doku iyilesmesinin yaninda borik asitle kombine kullaniminda yara
iyilesmesinin daha hizli ve organize halde gergeklestigi goriilmektedir. Anizotropideki artis,
iyilesen dokusunun fonksiyonel stres dogrultusunda yeniden sekillendiginin yapisal
gostergesidir. Bu baglamda, 21. giin itibariyle en yiiksek DA degerine sahip olan Grup 5’te
doku trabekiilerinin belirgin bir yonde dizilim gosterdigi, yani defektin kopriilesmesinin ve

mekanik yiik aktariminin en ileri diizeyde saglandig1 sdylenebilir.

Kapali gdzenek sayisi, defekt bolgesinde etrafi tamamen dokuyla ¢evrilmis (disar ile
baglantisi olmayan) bosluklarin adedini; agik porozite ise dis ortama veya taranan bolge digina
acilabilen gozenekli bosluklarin oransal miktarini ifade eder. Toplam porozite ise agik ve
kapali tiim bosluklarin, toplam hacme gore yiizdesidir (Lappalainen vd., 2016). Bosluklarin
hemen hepsi disar1 agik durumda oldugundan kapali gézenek sayis1 7. giinde ihmal edilebilir
diizeydedir. Yani, erken donemde defekt bolgesindeki bosluklar birbirleriyle ve dis ortamla
baglantil tek bir biiyiik bosluk seklindedir. Zaman ilerledikce ve yeni doku defekt icine dogru
biiyiidiikge, bu bosluk hacmi kademeli olarak azalmistir. Tiim gruplarda 14. ve 21. giinlerde
kapali por sayisinda artis gdzlenmistir; en belirgin artis, defekti en ¢ok dolduran grup olan
Grup 5’te gergeklesmistir. Ornegin Grup 5’in kapali por sayisi 7. giinde 366,57 + 53,84 iken,
14. giinde 585,03 + 67,44’e ulasmis ve 21. giinde 416,75 + 139,75 olarak ol¢iilmiistiir. Bu
degerler, yeni doku olugsumunun bogluklar1 kapsayarak ilerledigini ve defekti dnemli dl¢iide
doldurdugunu ortaya koymaktadir. Ote yandan, Grup 1°de kapal1 por sayis1 21. giinde yalnizca
13,50 £+ 4,93 diizeyinde kalmistir. Yeni doku trabekiilleri defektin yiizeylerini kapatarak bazi
bosluklar1 dig ortamdan yalitmigtir. Bu siire¢ sonucunda 14. ve 21. giinlerde kapali gézenek
sayisinda artislar kaydedilmistir. Ozellikle 14. giin civarinda hizli iyilesme gosteren gruplarda
(6rn. Grup 3, 4 ve 5), aniden ¢ok sayida kapali bosluk olustugu gézlenmistir; bu durum, yara
dokusundaki bosluklarin etrafini sararak onlar1 tam anlamiyla kapatmasi ile agiklanir. Bununla
birlikte, iyilesmenin sonuna dogru (21. giinde) kapali gézenek sayisinda tekrar kismi bir diisiis
veya plato goriilebilir; ¢ilinkii bir kisim kapali bosluk tamamen dolarak ortadan kalkmakta, bir
kistm bosluklar da birbirine birleserek sayica azalabilmektedir. Biyolojik agidan

degerlendirildiginde, porozite Ol¢iimlerindeki bu degisimler doku rejenerasyonunun dogal
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seyrini yansitir. lyilesmenin basinda yeni doku olusabilmesi i¢in bosluk ve porozite gereklidir;

pordz bir yap1 kan damar1 ve hiicre invazyonuna izin vererek iyilesmeye zemin hazirlar.

Mikro-BT ile elde edilen topolojik parametrelerden bir digeri Euler sayisi ve buna bagli
baglantisallik (konnektivite) dl¢limiidiir. Trabekiiler doku aginin ne kadar baglantili bir biitiin
olusturdugunu degerlendirmek i¢in Euler topolojik karakteristigi kullanilabilir. Euler sayisi
kabaca, yapida kopuk parca ve delik/topolojik dongii sayilarinin bir kombinasyonu olarak
hesaplanir; bu degerin kiiciik olmasi1 (diisiik veya negatif Euler sayis1), yapida cok sayida
dongiisel baglant1 olduguna, yani elemanlarin tek parca halinde baglantili bir ag olusturduguna
isaret eder (Chiba vd., 2011). Yiiksek Euler sayisi ise yapmin pargali veya az baglantili
oldugunu gosterir. Baglantisallik ise birim hacimdeki baglanti sayisini ifade ederek benzer bir
durumu nicel olarak sunar (Hestehave Pedersen vd., 2015; Salmon vd., 2015). lyilesme
siirecinde beklendigi tizere, defekt icinde yeni doku arttikca farkli trabekiiler elemanlar
birbirleriyle birlesmeye baslar ve sonucta baglanti sayisi artar. Deney gruplarimizda 7. giinde
Euler sayilar1 goreceli olarak yiiksek (veya konnektiviteleri ¢ok diisiik) iken; bu dénemde
genellikle her bir doku parcasi izole oldugundan, belirgin bir trabekiiler ag yoktur. 14. ve 21.
giinlere gelindiginde, 6zellikle basarili iyilesme gosteren gruplarda Euler sayisinin belirgin
Olciide distiigli, baglantisalligin ise yiikseldigi gézlenmistir. Grup 5, 21. giin itibariyle en
diistik Euler karakteristigine ve en yiiksek baglantisallik degerine ulagmistir. Bu durum, Grup
5’te olusan doku trabekiillerinin biiyiik 6l¢iide birbirleriyle birleserek tek bir baglantili yapi
olusturdugunu, defekti bir koprii gibi kapattigin1 gdstermektedir. Kontrol grubunda ise 21.
giinde dahi Euler sayis1 yiiksek kalmis, yani birbiriyle baglantisiz ¢ok sayida kiiciik doku
parcasi mevcut olmustur; bu da defekt bolgesinde tam bir biitiinlesik doku ag1 olusmadigini
belirtir. Baglantisallig1 diisiik kalan gruplarda yara dokusu segmentler halinde oldugu icin
mekanik dayanimin da diisiik olmasi1 beklenir. Buna karsin baglantisallik degeri yiiksek olan
gruplarda (6rnegin Grup 5), trabekiiler ag icerisindeki alternatif ylik aktarim yollar1 (dongtisel
baglantilar) fazladir ve bu da iyilesen dokusunun daha saglam oldugunu gésterir. Yine burada
da tek basina hiperisin (21. Giinde Euler sayis1 -13,00 & 14,71 ve konnektivite 610,00 + 28,27)
ve borik asidin (21. Giinde Euler sayis1 -25,50 + 19,60 ve konnektivite 748,29 + 15,80) yara
iyilesmesine etkisi incelendiginde, birlikte kullanimlarinin (21. Giinde Euler sayist -12,88 +
9,99 ve konnektivite 1129,25 + 228,98) doku iyilesmesini daha organize ve mekanik olarak
dayanikli halde iyilestirdigini gostermektedir.

Mikrofil enjeksiyonu sonrasi yapilan mikro-BT analizinde nesne kalinligi (Object

thickness), nesne ayrimi (Object separation) ve nesne sayisi (Object number) parametreleri,
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damar benzeri yapilarin hacim igerisindeki morfometrik karakteristiklerini degerlendirmek
amactyla incelenmistir. Bu parametreler, dolayli olarak neovaskiilarizasyonun yogunlugu,
organizasyonu ve olgunlagma diizeyi hakkinda bilgi vermektedir (Wang vd., 2016). Nesne
kalinlig1, damar benzeri yapilarin ortalama capini gostermektedir. Damar kalinligi, iyilesme
stirecinde damar aginin ne kadar olgunlastigini, biiyilk damarlarin m1 yoksa ince kapiller
aglarin m1 baskin oldugunu anlamaya yardimci olur. Calismada 7, 14 ve 21. giinlerde gruplar
arasinda onemli farkliliklar gozlenmistir. Grup 1 (Kontrol)'de nesne kalinligi 7. giinde
diisiikken (0,37 + 0,06 mm), 14. giinde hafif bir artis gostermistir (0,45 = 0,13 mm). Bu artig
erken anjiogenez fazini isaret ederken, 21. giinde degerlerin (0,39 + 0,10 mm) stabilize olmasi,
damarlarin smirl kalinlikta ve olgunlukta kaldigimi diisiindiirmektedir. Grup 2, benzer bir
seyir gostermis, 21. giindeki kalinlik degeri (0,48 + 0,08 mm) biraz daha yiiksek olup damar
olgunlagsmasinin daha ileri asamada oldugunu diisiindirmektedir. Grup 3'te 7. giin kalinlig
(0,37 + 0,07 mm) diisiik iken 14. giinde (0,44 + 0,04 mm) artig gostermistir; 21. giinde (0,39
+ 0,11 mm) hafif diislis gézlenmistir, bu da erken fazda vaskiiler gelisimin baslayip sonradan
stabilize oldugunu gostermektedir. Yani hiperisinin anjiogenez fazini hizlandirdigi ifade
edilebilir. Grup 4’te ilk glinlerde damar kalinliklar1 daha yiiksektir (0,42 + 0,13 mm) ve
ozellikle 21. giinde (0,41 + 0,05 mm) sabit kalmistir. Bu durum, Grup 4'te vaskiiler agin hizlica
olgunlagtigini ve kalin damarlarin olustugunu diisiindiirmektedir. Borik asit tek basina
kullanildiginda, yara iyilesme evresinde hizli anjiogenez sagliyor denebilir. Grup 5, 7. giinde
(0,54 £ 0,04 mm) en yiiksek damar kalinligina ulagmistir. Ancak 14. giinde (0,33 £ 0,04 mm)
belirgin bir diislis gostermistir. 21. giinde ise (0,35 + 0,09 mm) bu deger korunmustur. Bu
bulgu, Grup 5'te erken dénemde genis ¢apli damarlar olustugunu, sonrasinda bu yapilarin
yerini ince kapiller agin aldigim diisiindiirmektedir. Bu gecis, vaskiilogenezden anjiyogeneze,
yani biiylik damarlardan ince damar agina gecisi yansitmaktadir. Yani hiperisin ve borik asidin
kombine kullaniminin yara iyilesme asamasinda dokudaki anjiogenez asamasinda sinerjistik
etki gosterdigi sdylenebilir. Sonug olarak, Grup 5’te damarlanmanin daha organize, kapiller
tipte bir ag seklinde oldugu, Grup 4’te ise daha kalin ve az sayida damar yapisinin baskin
oldugu anlagilmaktadir. Yalcinkaya vd. (2022)’nin H.perforatum ile diger ajanlarin
karsilastirildigi ¢alismasinda, H.perforatum ekstresi hizli re-epitelizasyon, kolajen birikimi
artis1 ve daha az skar olusumu saglarken ayni zamanda iyi bir damar olusumu (anjiyogenez)
etkisinden de s6z edilmistir. Ancak, burada 6nemli olan, anjiyogenez etkisinin diger ajanlarla
(povidon, benzoin ve tretinoin) karsilastirildiginda en dengeli oldugu bildirilmistir. Tretinoinin
anjiyogenezi iyi artirmasma ragmen re-epitelizasyonu geciktirdigi i¢in genel iyilesmede
H.perforatum kadar etkili olmadig: tespit edilmistir. Literatiirle uyumlu sekilde anjiyogenezi

destekleyici etkisi hayvan modelinde dogrulanmistir. Grup 1 ve grup 2 gibi ekstre icermeyen
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gruplarda damar yogunlugu daha az ve damarlar daha daginik iken H.perforatumun diizenli
ve islevsel damar agi olusumunu destekledigi kanitlanmigtir. Mikro-BT parametrelerinin
birlikte degerlendirilmesi, hem niceliksel (6rnegin doku hacmindeki artig) hem de niteliksel
(trabekiiler organizasyon ve baglanti gibi) iyilesme gostergelerinin anlasilmasina olanak
saglamistir. Sonuclar, Grup 5’in yani nihai yara ortiisliniin doku rejenerasyonunda diger
gruplara kiyasla iistiin performans sergiledigini, buna karsilik bazi gruplarin (6zellikle
tedavisiz kontrol veya plasebo gruplarinin) iyilesmesinin kisithi kaldigimi agik¢a ortaya

koymaktadir.

Son olarak yara iyilesmesini desteklemek amaciyla farkli formiilasyonlar (Grup 1:
negatif kontrol grubu, Grup 2: bos nanopartikiil yiikli bos film, Grup 3: H.perforatum
nanopartikiil yiiklii bos film, Grup 4: Borik asit igeren film ve Grup 5: yara ortiisii) kullanilarak
hazirlanan yara ortiilerinin etkileri, histopatolojik bulgular, mikrofil uygulamalar1 ve doku
kesitlerindeki damar yogunlugu ile birlikte degerlendirilmistir. Bulgular, Sekil 3.66.’da
verildigi gibi grup bazl olarak detaylandirilmis ve yara iyilesmesinin farkli parametreler
tizerindeki etkileri ayritili bir sekilde tartigilmigtir. Grup 1'de yara iyilesmesi dogal
enflamasyon, proliferasyon, remodeling fazlarimi izlemis, ancak adneksal yapilarin
olugsmamasi tam iyilesmenin saglanamadigini gostermistir. Mikrofil uygulamalar1 damar
yapisinin 21. giinde belirgin sekilde azaldigini1 ortaya koymustur. Histolojik olarak 7. giinde
siddetli enflamasyon ve yeni damar olusumu, 14. giinde epitelizasyonun bagladigi, 21. giinde
ise epitelizasyonun tamamlandigi ancak enflamasyonun devam ettigi gozlenmistir. Bu durum,
mikro-BT analizlerinde 21. glinde Grup 1’in diisiik BV/TV orani1 (%0,26 + 0,07), disiik kapali
por sayist (13,50 £ 4,93) ve diisiik konnektivite (132,25 + 29,67) degerleriyle ortiismektedir.
Grup 2'de 7. giinde siddetli neovaskiilerizasyon ve enflamasyon, 14. giinde epitelizasyonun
basladigr ve 21. giinde tamamlandig1 belirlenmistir. Mikrofil analizleri 21. giinde damar
olusumunun ciddi oranda azaldigini gdstermistir. Bu grupta kitozanin enflamasyonu
baskilayicr etkisi dikkat ¢ekmistir. Histolojik incelemelerde ise gevsek bag dokunun ve yeni
damarlarin yara kenarlarina kadar uzandigi goriilmiistiir. Bu bulgular, mikro-BT verilerinde
nispeten diisiik konnektivite (84,43 = 21,31) ve %0,28 + 0,06'lik BV/TV orani ile paralellik
gostermektedir. Grup 3'te enflamasyon seviyesi diger gruplara gore daha diistik, fibroblast
aktivitesi ise daha organize bir sekilde ilerlemistir. 7. giinde kolajen ipliklerin goriilmesi,
yeniden modelleme fazinin erken basladigim gostermistir. 21. giinde epitelizasyonun
tamamlandigi, enflamasyonun ortadan kalktig1 ve yogun bir fibrosit agirlikli bag doku gelistigi
tespit edilmistir. Mikrofil uygulamasinda damar olusumunun belirgin sekilde az oldugu

gozlenmistir. H.perforatum’un antienflamatuvar ve doku yenileyici etkisi burada one
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cikmistir. Bu gozlemler, 21. giinde %0,40 + 0,11’lik BV/TV orani, 610,00 + 28,27
konnektivite ve -13,00 + 14,71 Euler sayisi ile mikro-BT verileriyle uyumludur. Grup 4'te 7.
giinde belirgin bir enflamasyon ve siddetli neovaskiilerizasyon gozlenmistir. 14. giinde
epitelizasyonun tamamlanmis olmasi ve perivaskiiler bolgelerde plazma hiicresi agirlikli
infiltrasyonlarin bulunmas1 dikkat ¢ekmistir. 21. giinde enflamasyonun azaldigi ve bag
dokunun sikilastig1 gozlenmistir. Mikrofil uygulamalarinda belirgin damar olusumlar tespit
edilmistir. Bu bulgular, mikro-BT analizinde 21. giin sonunda yiiksek kapali por say1s1 (216,00
+ 12,62), yiiksek konnektivite (748,29 + 15,80) ve %0,72 + 0,11 BV/TV oraniyla
desteklenmigtir. Grup 5'te yara iyilesmesinin hizi en yiiksek bulunmus, 7. giinde siddetli
fibroblast artisi, yogun neovaskiilerizasyon ve hiperemi gozlenmistir. 14. ve 21. giinlerde
epitelizasyon tamamlanmig, enflamasyon ortadan kalkmis ve doku yeniden modellemesi ileri
diizeye ulagsmistir. Histolojik olarak fibroblast agirlikli siki bag doku yapisi belirgin olarak
izlenmigtir (Pena ve Martin, 2024). Mikrofil verilerinde damarlanmanin yogun oldugu
goriilmistiir. Mikro-BT verileriyle karsilastirildiginda, 21. giinde Grup 5’in %1,06 + 0,05
BV/TV orani, en yiiksek konnektivite degeri (1129,25 + 228,98) ve kapali por sayis1 (416,75
+ 139,75) ile bu histolojik bulgularin ortiistiigii ve iyilesmenin en ileri seviyede gergeklestigi
acikca goriilmektedir. Ayrica, anizotropi derecesinin en yliksek olmasi (2,67 + 0,46), doku
trabekiillerinin belirli bir yonde organize oldugunu ve mekanik fonksiyonel yeniden
yapilanmanin saglandigini géstermektedir. Genel olarak H.perforatum'un tek basina veya
borik asit ile birlikte kullaniminin, yara iyilesmesinde enflamasyonu azaltarak fibroblast
aktivitesini artirdigini, epitelizasyonu hizlandirdiginit ve damarlanmayi destekledigini
gostermistir. Tiim bu parametreler, Mikro-BT verileri ile uyumlu sekilde ilerlemis ve
iyilesmenin hacimsel, yapisal ve baglantisal yonleriyle de dogrulanmistir. En basarili yara
iyilesme yanitt Grup 5'te gézlenmistir. Bu durum, H.perforatum'un yara iyilesmesini optimize
etme potansiyelini giiclii bir sekilde desteklemekte ve tez Onerisinde sunulan hipotezin

dogrulugunu pekistirmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

H.perforatum yiiklii nanopartikiil iceren bor yiiklii yara ortiistiniin 3B basim ile tiretimi

ve degerlendirmesinin yapildigi bu tez ¢alismasinda;

Formiilasyonda kullanilan H.perforatum’un etanollii ekstresi basarili sekilde ve
farmakope standartlarina uygunlugu kanitlanarak elde edilmis ve hiperisin ve
psodohiperisinin UV spektrofotometrik yontemle total miktar1 ve valide edilmis HPLC
yontemi ile de diisiik konsantrasyonlar1 bile hassasiyetle ve tekrarlanabilir sekilde analiz
edilebilecek metot gelistirilmistir.

Formiilasyonda kullanilan bor tiirevi borik asitin UV spektrofotometrik analizi
Azometin-H spektrofotometrik yontemi ile gergeklestirilmis ve analitik validasyonu ile
tekrarlanabilir hassas 6l¢iim yapilabildigi kanitlanmustir.

DoE yaklagimi kullanilarak CCD tasarim ile istenen partikiil biiylikligii ve dagilimina
sahip H.perforatum yiiklii PCL nanopartikiil formiilasyonlar1 nano¢oktiirme yontemi ile
olusturulmustur.

Hazirlanan optimum nanopartikiil formiilasyonu ile PCL igerisinde enkapsiile edilen
hiperisinin, polimer yapisinin sagladigi koruma etkisiyle fotodegradasyondan
korunabildigi kanitlanmustir.

Kitozan jelden SSE 3B baski ile katmanli filmler farkli geometrik desen, kalinlik ve dolgu
oranlarinda basilmis, DoE yaklasimi kullanilarak CCD tasarim ile istenen fiziksel
ozelliklere sahip borik asit yikli 3B basilmis kitozan film formiilasyonlari
olusturulmustur.  Hazirlanan  filmlerin  karakterizasyon  islemleri  basariyla
gerceklestirilmis, 6zellikle mikro-BT analizleri sayesinde SEM goriintiileri ile bile tam
olarak temin edilemeyen sonuglar ve yapisal analizler gerceklestirilerek literatiire bu
konuda katki saglanacak veriler elde edilmistir.

Optimizasyonu yapilan H.perforatum yiiklii nanopartikiiliin yiiklendigi ve borik asit iceren
film formiilasyonlar1 kombine halde yara ortiisii formiilasyonu olarak hazirlanmistir.
Istenen kalimlikta filmler hazirlanirken nanopartikiillerin filmin yapisinda bulunmasina
bagli olarak filmin i¢ yapisindaki degisimi yine Mikro-BT gibi modern bir analizle tespit
edilmistir.

Hazirlanan yara ortilisii formiilasyonunda 6 aylik stabilite ¢aligmalari sonucunda elde
edilen tiim parametreler, formiilasyonun oda sicakliginda stabil kaldigin1 ve etkin madde

salimi ile adezyon 6zelliklerini koruyabildigini gdstermistir.
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e Hazirlanan yara ortiisiiniin antimikrobiyal aktivite testlerinde H.perforatum ve borik asitin
kombine kullanimiyla hem gram pozitiflerde hem de gram negatiflerde etkili oldugu
gosterilmistir.

e  Yara Ortiisiiniin sitotoksik olmadigi, hiicre bliylimesini artirdig1 hiicre ¢aligmalart ile tespit
edilmistir. Scratch assay analizleri ile yara ortiisii formiilasyonunun tedavideki etkinligi in
vitro olarak gosterilmistir.

e Ratlarda olusturulan yara modeline uygulanan yara ortiisiiniin ilk 7 gilinden itibaren
etkinligi gozle goriliir sekilde tespit edilmis ve farkli tedavi siirelerinde dokulardan alinan
orneklerde yapilan histopatolojik test sonuglar1 ve mikro-BT analizleri ile H.perforatum
ve borik asitin birlikte kullaniminin, yara iyilesmesinde enflamasyonu azaltarak fibroblast
aktivitesini artirdigi, epitelizasyonu hizlandirdigi ve damarlanmayi destekleyerek 7 giinde

%70 den fazla iyilesme saglanarak yara iyilesmesi sagladigi tespit edilmistir.

Sonug olarak bu tez ¢aligmasinda hedeflendigi sekilde yara tedavisinde dogal kaynakli
iki farkli etkin maddenin sinerjistik etkisinden yararlanilarak tek ilag sekli ile kombine tedavi
saglayabilecek ve bdylece ac1 vermeden kolayca uygulanabilecek, tedavi siirecinde boyutu
degisen yaraya uygun boyutta hastaya 6zel olarak hazirlanabilen, tilkemiz dogal kaynaklarimin
kullanimini saglayan, 3B basilmigs modern yara ortiisii hazirlanmig ve yerel ilag sekli olarak

iiretime kazandirilmaya hazir hale getirilmistir.

Bu tez kapsaminda gelistirilen kombine yara ortiisiiniin etkinligi basariyla gosterilmis
olmakla birlikte, klinik ¢alismalara yonelik detayli degerlendirmeler igin gelistirilen sistemin
akut yara disinda kronik yara tipleri (diyabet, yatak yarasi, yanik vb.) {izerinde
uygulanabilirligi test edilerek, farkli yara tiplerine etkinligi degerlendirilebilir. Histopatolojik
analizlerin daha ileri seviyeye tasinmasi i¢in, proenflamatuvar ve anjiyogenik sitokinlerin
(6rnegin TNF-a, IL-6, VEGF, TGF-B) doku diizeyindeki ekspresyonlarinin belirlenmesiyle,
yara iyilesme siirecine olan katki daha detayl bir sekilde aydinlatilabilir. Ayrica, hiperisin ve
borik asitin birlikte kullanimina dayali bu sistemin etki mekanizmasinin molekiiler diizeyde
ortaya konulabilmesi amaciyla, hiicre kiiltiirii modellerinde gen ve protein diizeyinde

yapilacak analizler (RT-gPCR, Western blot gibi) faydali olabilir.
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