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Allantoin yiiklii kitozan/kollajen skafoldlarin hazirlanmasi ve karakterizasyonu
Ogrencinin Adi: Gizem Karaca
Damsmani: Dr. Ogr. Uyesi Gokgen Yasayan

Anabilim Dali: Farmasotik Teknoloji
OZET

Amac: Bu calisma kapsaminda yara iyilesmesi icin allantoin yiiklii kollajen, kitozan
ve kollajen/kitozan karisimlar: ile yeni yara ortiileri hazirlanmistir. Lokal anestezik
etkisi diistiniilerek formiilasyonlara lidokain hidrokloriir (HCI) de eklenmistir.
Hazirlanan formiilasyonlar karakterize edilmis ve hiicre kiiltiiri ¢alismalar1 ile

sitotoksisiteleri degerlendirilmistir.

Gerec ve Yontem: Allantoin etken maddesi i¢eren ve lidokain HCI ile desteklenmis
kitozan-kollajen skalfoldlar, 0,5 M asetik asit iginde 1 M sodyum hidroksit ile
noétralize edilmis bir polimer ¢ozeltisi hazirlanmasiyla olusturulmustur. Skafold
formiilasyonlar1 fourier doniisiimlii kizil 6tesi (FT-IR) spektrometre, optik mikroskop
ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile incelenmistir. Bunlarin yaninda skafoldlar
sisme analizi, in-vitro ve enzimatik degradasyon ¢alismalari ile degerlendrilmistir.
Gegimlilik ¢alismalarinda mikrokalorimetre, diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
ve FT-IR spektrometre uygulanmistir. Skafold formiilasyonlarinin stabilite ve in
vitro salim g¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Hiicre sitotoksisitesi, mezenkimal kok
hiicreleri  kullanilarak  3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid
(MTT) yontemiyle belirlenmistir.

Bulgular: In-vitro salim g¢aligmalari, skafoldlarin, yara iyilesmesi tedavisinde hizli
etkiye ihtiya¢ duyan hastalar i¢in yararli olabilecegini gostermistir. Etken maddeler

arasinda etkilesim/gec¢imsizlik tespit edilmemistir.

Sonugclar: Calismalarin sonucunda allantoin yiiklii ve lidokain HCI ile desteklenmis
kollajen-kitozan skafoldlarin yara iyilesmesi tedavisi igin umut verici olduklari

gorilmiistiir.

Anahtar Sozciikler: Skafold, allantoin, lidokain HCI, yara iyilesmesi, yara Ortiisii
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Preparation and characterization of allantoin loaded chitosan/collagen scaffolds
Student Name: Gizem Karaca
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Gokgen Yasayan

Department: Pharmaceutical Technology
ABSTRACT

The Aim: In this study, novel wound dressings were prepared with collagen,
chitosan, and collagen/chitosan blends for wound healing. Lidocaine hydrochloride
(HCI) was added to the formulations by considering its local anesthetic effect. The
formulations were characterized, and their cytotoxicity was evaluated with the cell

culture studies.

Materials and Methods: Chitosan-collagen scaffolds containing allantoin and
supplemented with lidocaine HCI were prepared by constituting an acidic polymer
solution in 0.5 M acetic acid, neutralized by 1 M sodium hydroxide. The scaffold
formulations were examined by using an infrared spectroscopy, optical microscopy,
and atomic force microscopy. Additionally, swelling analysis, in-vitro and enzymatic
degradation experiments were carried with the scaffolds. Microcalorimeter,
differential scanning calorimetry and infrared spectroscopy were used for the
compatibility studies. Stability, and in-vitro release studies of the scaffold
formulations were conducted. Cell cytotoxicity studies were carried on mesenchymal
stem cells by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)

assay.

Findings: In-vitro release studies showed that the scaffolds could be beneficial for
patients that need an immediate effect in wound healing therapy.

Interaction/incompatibility was not detected between active agents.

Results: The results of studies suggested allantoin loaded and lidocaine HCI
supplemented collagen-chitosan scaffolds could be a promising candidate for wound

healing therapy.

Key words: Scaffold, allantoin, lidocaine HCI, wound healing, wound dressing



GIRIS ve AMAC

Yapilan tez ¢alismasimin amaci, yara tedavisinde kullanilmak tizere allantoin
yiiklii ve lokal anestezik etkisinden dolay1 lidokain HCI ile desteklenmis kollajen-
kitozan skafoldlar hazirlanmasi ve yara iyilesmesindeki etkinliklerinin hiicre kiiltiirii

calismalari ile degerlendirilmesidir.

Yara fiziksel ya da termal bir hasar sonucu derinin veya mukozanin epitel
biitiinligiiniin bozulmasi olarak tanimlanir (Boetang ve ark., 2008). Yaralar hastanin
hayat kalitesini yliksek Olc¢iide diisiiren, bazi durumlarda kronik, iyilesmeyen
yaralarin olugmasina neden olan, eger tedavi edilmezse uzuv kaybi (amputasyon) ve
hatta oliime neden olabilen bir durumdur. Yash niifusun artmasiyla ve obezite,
diyabet gibi kronik hastaliklarin gogalmasiyla goriilme siklig1 artmis ve yara tedavisi
gittikce Onem kazanmustir. Yapilan bir arastirmaya gore sadece kronik yaralar
Amerika’da 5,7 milyon insan1 etkilemektedir ve yara tedavisinin gideri i¢in yillik 20

milyar dolar harcanmaktadir (Jarbrink ve ark., 2017; Sen ve ark., 2009).

Bu sebeplerle, yara ortiileri iizerine yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir ve yara
ortam1 nemini diizenleyen, eksuda fazlaligini emen, hava giris ¢ikisini saglayan,
gerekliyse yaranin iyilesmesini hizlandiran ya da agriy1 azaltan etken maddeleri
iceren yara Ortiilleri gelistirilmeye baglanmistir. Yara Ortiisiiniin  6zelliklerinin,
yaranin durumuna gore modifiye edilmesi amaglanmaktadir (Vowden ve Vowden,
2017).

Bu calismada yukarida belirtilen ihtiyagtan yola ¢ikilmasi ile biyouyumlu ve
yara iyilesme siirecini hizlandiric1 6zellikte olmalariyla 6ne ¢ikan polimerler olan
kitozan ve kollajen kullanilarak formiile edilen skafoldlar hazirlanmistir. (Rubina ve
ark., 2016). Formiilasyona, yara iyilesmesindeki etkinligini anti-inflamatuvar cevabin
regiilasyonunu saglamasi ve fibroblast proliferasyonu ile ekstraselliiler matriks
sentezini stimiile etmesi seklinde gosteren allantoin (Aratjo ve ark., 2010) ve yara
olugsmasini takiben ortaya ¢ikan aci ve agri hissini azaltabilecek lokal anestezik bir
etken madde olan lidokain HCI eklenerek yenilik¢i bir preparat olusturulmasi
hedeflenmistir (Gordh, 2010).



Calisma kapsaminda hazirlanan skafoldlara allantoin ve lidokain HCI
yiikklenmeden once etken maddelerin fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir. Bu
etken maddelerin ge¢imli olup olmadiklarinin degerlendirilmesinde DSC, FT-IR
Spektroskopisi ve TAM-IV mikrokalorimetre ile analizler yiirtitiilmiistiir. Sonrasinda
onformiilasyon ve formiilasyon calismalari gergeklestirilmis olup, etken madde
yiiklenmemis skafoldlarin karakterizasyonu agamasina geg¢ilmistir. Bu kapsamda FT-
IR c¢alismasi, Skafoldlarin fiziksel gOriiniimiiniin  optik mikroskop ile
degerlendirilmesi, AFM ile karakterizasyon, skafoldlarin kalinliklarinin ve sisme
Ozelliklerinin degerlendirilmesi, hidrolitik ve in-vitro degradasyon o&zelliklerinin
incelenmesi gibi calismalar yapilmistir. Etken maddelerin miktar tayini analizi igin
yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) cihazi kullanilmis olup bu iki etken
madde igin gerekli validasyon islemleri gergeklestirilmistir. Etken madde yiiklenmis
skafoldlar yine FT-IR analizi ile degerlendirilmis ve ek olarak 25 °C £+ 2 °C / %60

bagil nem + %5 bagil nem kosulunda 3 aylik stabilite ¢aligmasi yiiriitilmiistiir.

Allantoin ~ ve  lidokain HCI  yiiklenmis  kollajen-kitozan  skafold
formiilasyonlarinin etkinliginin degerlendirilebilmesi igin in-vitro salim galigmalari
ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalari yiirtitiilmistiir. Salim ¢alismalar1 kapsaminda allantoin
ve lidokain HCI miktarinin belirlenmesinde yine HPLC cihazi kullanilmistir. Hiicre
kiltiirti galismalari igin de mezenkimal kok hiicreler (MKH) Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) ortaminda inkiibe edilerek MTT analizi yapilmstir.

Calismamizda piyasada konvansiyonel dozaj formu bulunan allantoin ve
lidokain HCI etken maddelerinin yeni bir ilag tasiyici sistem olan skafoldlara
yiikklenmesi gerceklestirilmistir. Allantoin ve lidokain HCI etken maddelerinin
geleneksel yara oOrtiilerine ve dozaj formlarina kiyasla yenilik¢i dozaj formuyla yara
iyilesmesi i¢in yapilan tedavilerde daha etkili olmasi beklenmektedir ve bu dozaj

formlarina alternatif olarak sunulmasi planlanmaktadir.



1. GENEL BILGILER

1.1. Derinin Yapisi

Toplam yiizey alan1 1,8 - 2 m? ve agirhig1 9 kg kadar olan viicudun en biiyiik
organi deri bircok temel igleve sahiptir (Degim, 2007). Bunlardan en Onemlisi
ultraviyole 1sinlari, fiziksel ya da kimyasal hasara neden olabilecek ajanlar ve
mikroorganizmalar gibi ¢evresel tehlikelere karsi bariyer olusturmasidir. Bunun
yaninda kendini yenileyebilme 6zelligine sahip olan deri dehidratasyonu onler, ter
salgist ile atik trilinlerin atilmasini ve viicut 1sisinin ayarlanmasini saglar (Degim,
2007; Mailbach, 2014). Ek olarak vitamin D ve antimikrobiyal peptidlerin
tiretiminde hayati bir rol oynar (Albanna ve ark., 2016). Kimyasal maruziyet, ilag
tastyic1 sistemlerin olusturulmasi ve kozmetik preparatlarin formiilasyonu gibi
konular ile ilgili degerlendirmeler yapilirken deriden geg¢is yollarimin iyi bilinmesi
gerekmektedir. Deri epidermis, dermis ve hipodermis olmak {iizere ii¢ tabakadan

olugmaktadir (Maibach, 2014). Sekil 1'de derinin histolojik yapisi ayrintili olarak

gosterilmektedir.
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Sekil 1. Derinin histolojik yapisi (Vandergriff ve Bergstresser, 2012)



1.1.1. Epidermis

Epidermis en dis tabakadir ve kalinlig1 yer yer degismek iizere 0,5 mm (goz
kapagi) ile 1.5 mm (avug i¢i ve ayak tabani) arasindadir. Keratinositler, melanositler,
Merkel ve Langerhans hiicreleri olmak iizere dort ana hiicre grubundan olusmaktadir
(Gilaberte ve ark., 2016). Keratinositler bu hiicreler arasinda en baskin hiicrelerdir ve
bazal tabakada siirekli yenilenirler. Olgunlasan, baskalasim geciren hiicreler yiizeye
dogru fitilirler ve yerlerini bu yeni hiicrelere birakirlar (Harvell ve ark., 1994). Kan
damar1 ve lenfatik sistem igermeyen epidermis, agrinin algilanabilmesi i¢in baz1 sinir

sonlanmalar1 icermektedir (Degim, 2007).

Epidermis morfolojik goriintii ve hiicre fonksiyonlarina gére bes ayr1 tabakadan
olugsmaktadir (Degim 2007). Bazal membrana en yakin olan katman stratum
basale'dir. Germinatif katman olarak da kabul edilen bu tabakadaki hiicreler yogun
metabolik aktivite ve yliksek c¢ekirdek/sitoplazma orani ile karakterizedir (Menon,
2002; Celleno ve Tamburi, 2009). Bu tabakadaki hiicreler yuvarlak veya yumurta
seklinde olup dermise hemidesmozom denilen baglanti birimleri, birbirlerine ise
desmozom denilen birimler ile baglhidirlar. Melanositler de yine bu katmanda

bulunmaktadir (Degim 2007).

Stratum basale'den sonra stratum spinosum gelmektedir. Bu katman yogun
desmozom varlig1 nedeniyle histolojik kesitlerde dikensi goriiniime sahiptir. Spinoz
katmanda tipik hiicrelerin yaninda 'Odland cisimcigi' olarak ifade edilen lipit yiikli
lamellar cisimcikler, keratinozomlar ve membran Ortiicli graniiller goriilmeye
baslamakta ve graniiler katmanda yogunlasmaktadir. Bu katmanda bazal hiicrelere
oranla belirgin hiicresel keratin filamenti (tonofibril) artis1 bulunmaktadir. Keratin

saglam ve esnek bir koruyucu ortiiniin ortaya ¢ikmasini saglamaktadir (Menon, 2002;
Wolff, 2009).

Ayn1 zamanda bazal katmandan sonra agirlikli olarak stratum spinosum
tabakasinda bulunan Langerhans hiicreleri goriilmeye baslar. Bu hiicreler dendritik
goriiniime sahiptirler ve antijenlere karst immiin savunmada rol oynamaktadirlar

(Celleno ve Tamburi 2009; Jaitley ve Saraswathi 2012; Albanna ve ark., 2016).



Yiizeye dogru cikildik¢a sitoplazmalarinda keratohiyalin graniilleri igeren,
yassilasmis ¢ok sirali genis poligonal hiicrelerden olusan stratum granulosum
gorilmektedir. Bu katmandan sonra artik keratinositlerin islevi ve morfolojisi
degismekte, poligonal sekilden daha sekilsiz yassi duruma gegerek bol miktarda
hiicre-igi keratin depolamaktadirlar (Celleno ve Tamburi, 2009). Cekirdek dagilmasi
bu tabakada baslasa da hiicrelerde ¢ekirdek hala bulunmaktadir. Bu tabaka canli
epidermisin en dis1 smir1 kabul edilmekte ve hidrofilik maddelerin difiizyonu i¢in

onemli bir bariyer olmadig1 belirtilmektedir (Degim, 2007).

Bir sonraki katman stratum lucidum olup, cekirdek ve diger stoplazmik
organelleri olmayan yassi hiicreler 'eleidin' adi1 verilen ve keratohiyalinin doniisiim
tiriinii olarak kabul edilen 6zel homojen yapilar i¢cermektedir. Bu tabakanin adi
yiiksek 151k kirict 6zelliginden gelmektedir ve ayak tabani, avug i¢i gibi derinin
sadece bazi kalin oldugu boliimlerinde bulunmaktadir (Celleno ve Tamburi, 2009;
Shlivko ve ark., 2015).

Epidermisin en dig katmanina Stratum corneum adi verilir. Bu katmandaki
hiicreler metabolik aktiviteden tamamen yoksundur. Inaktif bir tabaka olarak
degerlendirilse de stratum corneum lipit, protein ve enzimlere ev sahipligi
yapmaktadir. Lipit kompozisyonu seramid, serbest yag asidi, sterol ve kolesterol
esterlerinden meydana gelmektedir. 1970'li yillarin ortalarinda stratum corneum
tabakasi ile ilgili tugla ve har¢ (bricks and mortar) modeli ortaya atilmistir. Bu
modelde protein faz (korneositler) lipid fazin (hiicreleraras1 lipid) iginde
bulunmaktadir (Celleno ve Tamburi, 2009; Forslind ve Lindberg, 2004). Stratum
corneum digaridan gelebilecek tehlikelere karsi bariyer olusturulmasi konusunda en

onemli gorevi goren katmandir (Albanna ve ark., 2016).

Epidermisin tabakalar1 ve bu tabakalarda bulunan hiicreler Sekil 2’de

gosterilmistir.



S \> Ol hiicreler

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Lamellar grantiller

Stratum spinosum Keratinosit

Stratum basale
Merkel hiicresi

Melanosit

Duyu néronu

Dermis // /;[

Sekil 2. Epidermisin tabakalar1 (http://library.open.oregonstate.edu/aandp/chapter/5-
1-layers-of-the-skin/, Erisim tarihi: 02 Haziran 2018)

1.1.2. Dermis

Dermis epidermisin altinda yer almakta olup ondan 5-20 kat daha kalin bir
fibroz yapida bir tabakadir. Bu tabakada hiicre sayist azdir ve kollajen ihtiva
etmektedir. Bu tabaka kan ve lenf damarlarini fiziksel olarak destekleyerek korur.

Ayrica bazi bezler, bagisiklik sistemi hiicreleri ve sinir uglarini barindirir (Cevc,
1996).

Bu tabaka, mast hiicreleri ve makrofajlar ile immiin cevabin ve inflamasyonun
gerceklesmesini saglamaktadir. Bununla birlikte pilosebase bezler olarak ifade edilen
sa¢ folikiilleri ile yag bezleri, terlemeden sorumlu olan ekrin bezler ve apokrin bezler
de bu tabakada bulunmaktadir. Viicudun kisimlarina gére boyutlart ve yerlesim
oranlar1 degisen bu bezlerin deride olusturduklari bosluklardan etkin maddelerin

gecisi gerceklesebilmektedir (Degim, 2007).



1.1.3. Hipodermis

Dermisin hemen altinda ve kaslarin hemen iizerinde yer almakta olan
hipodermis baslica adipéz dokudan olusmaktadir (Albanna ve ark., 2016).
Uzerindeki katmanlara destek olmakta, 1s1 ve enerji yalitimi gdrevi gdérmekte ve

kollajen ile deriye esneklik saglamaktadir (Maibach, 2014; Degim, 2007).
1.2. Yaralarin Degerlendirilmesi

Yara; fiziksel-termal travmalar, cerrahi girisim ya da kisinin fizyolojik durumu
gibi sebeplerle deride meydan gelmis bozulmalar ya da doku kayiplar1 olarak
tanimlanabilir. Diinya Saglik Orgiitii yaranin normal anatomik yap: ve fonksiyonun

bozulmasi sonucu ortaya ¢iktigini bildirmistir (Boetang ve ark, 2008).

Derinin tahrip olmasi ile ortaya ¢ikan yaralar; viicut sivilarinin kayb,
enfeksiyon, hipotermi, bagisiklik sisteminde olumsuz etkiler ve yara izleri ile birlikte
viicudun goriiniimiinde degisikliklere neden olabilir. Tiim bunlar énemli olmakla
birlikte viicut yiizeyinin %70’ten fazlasinin hasar gordiigii yaralanmalar ve yanik

vakalar1 6liimle sonuglanabilmektedir (Alemdaroglu ve ark, 2006).
1.2.1. Yara ¢esitleri

Iyilesme siireci g6z dniinde bulunduruldugunda yaralar temelde akut ve kronik
olmak tizere iki sinifta incelenmektedir. Akut yaralar genel olarak 8-12 hafta i¢inde
minimum diizeyde iz birakarak tamamen iyilesen yaralar olarak tanimlanabilir. Akut
yaralar genellikle deri yiizeyinin sert bir ylizeye maruz kalmasi gibi mekanik
kokenlidir. Kronik yaralarin ise iyilesme siiresi 12 haftadan fazladir. Viicudun
hareket etmesi ile dokunun stabil durumunu koruyamamasi ya da diabetes mellitus,
kalic1 enfeksiyonlar, yetersiz ilk yardim uygulamalar1 gibi hasta kaynakli nedenler ile
lyilesme siireci uzayabilmektedir. Dekiibit {ilser ve bacak iilserleri de kronik yaraya

dahil edilebilir (Boetang ve ark., 2008).

Yaralar buna ek olarak etkiledikleri derideki alan ve tabaka sayisina gore de
siniflandirilirlar. Eger yara sadece epidermiste meydana gelmisse ylizeyel yara,
epidermisin yaninda daha derin tabakalarda; kil folikiillerinin, ter bezlerinin kan

damarlarinin bulundugu kisimlara ulagsmissa kismi kalinlikta yara, hipodermisin



altindaki dokulara ulagmigsa tam kalinlikta yara olarak ifade edilir (Boetang ve ark,
2008).

Cerrahi acidan bakildiginda yaralar dort temel sinifa ayrilirlar. Cerrahi ortamda
meydana getirilmis steril yaralar, temiz yaralar olarak ifade edilir ve antibiyotik
kullanimina gerek yoktur. Temiz ve kontamine yaralar; baslangigta temiz olan
yaraninin sindirim, solunum ve iirogenital sistemlerin agilmasi sonucu kontamine
olmasi ile olusur. Kontamine yaralar; cerrahi islem O6ncesinde mikroorganizmalar ile
kontamine olmus yaralardir. Ac¢ik yaralanmalar, kaza yaralar1 bu tip yaralanmaya
ornektir. Enfeksiyon gelismemistir. Kirli ve enfekte yaralar ise cerrahi islem

oncesinde enfekte olmus yaralari ifade eder (Mangram ve ark., 1999).

Yaranin gériiniimiine gore yapilmis bir siniflandirma Tablo 1°de verilmistir.
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Tablo 1. Goriiniimlerine gore yaralarin siniflandirilmasi (Eccleston, 2007).

Yara tipi Goriiniim Yara iyilesmesi evresi
Uygun kosullarda yara sonucunda
] olugmus 6lii doku saglikli dokudan
Siyah ya da koyu o
. kolayca ayrilir. Bu otolizin ve
: yesil, . . .
Nekrotik makrofajlara ilave olarak proteolitik
kuru tara, bas1 yarasi _ ‘ o
) ) enzimlerin etkisiyle olusur. Ancak
ile karakterize
yara alaninin kuru olmasi bunu
engeller.
Nemli, gevsek ve
iplik iplik doku, sar1 Inflamasyon evresi boyunca ¢ok fazla
Kabuklu o
renk eksuda olusmasiyla iliskilidir.
ile karakterize
Kirmizi ya da koyu
pembe renkte, _
Graniile Proliferatif fazla iligkilidir.

eksudal,

graniile doku

Epitelizasyon

gergeklesen

Epidermisin yeniden
olugmasiyla birlikte

pembe renk

Migrasyon ve proliferasyon

evreleriyle iligkilidir.

Kirmizi renkte

iltihapl doku, Inflamasyon cevap, kollajen sentezi
Enfekte ve kotii anaeorobik ve epitelizasyon ile ilgilidir. Olusan
kokulu bakterilerin iltihap
olusturdugu kotii yara iyilesmesini geciktirir.
koku ile karakterize
1.2.2. Yara iyilesmesi

Yara iyilesmesi genel olarak biliyiime ve doku yenilenmesi ile iliskili 6zel bir

biyolojik siireci ifade etmektedir. Bu siire¢, kaybolan dokunun onarilmasi ve deri

11



biitiinliigliniin tekrar saglanmasini kapsayan, birbiriyle baglantili fazlar halinde
ilerlemektedir (Boetang ve ark, 2008). Her faz yaranin meydana gelmesini takiben
salgilanan faktorler ile diizenlenen ve yonetilen hiicresel ve molekiiler olaylar ile
karakterizedir. Bu bilesenler ve yara iyilesmesi asamalar1 Sekil 3'te 6zetlenmektedir

(Sun ve ark., 2014).

Yara kapanmasi ve iyilesmesi doku kaybma gore degiskenlik gostererek
cerrahide primer, sekonder ve tersiyer iyilesme olarak incelenmektedir. Primer
iyilesmede doku kayb1 en az seviyededir. Eger enfeksiyon ya da nekroz yoksa doku
minimum graniilasyon ile iyilesmektedir. Sekonder iyilesmede doku kaybi ve
epidermal bariyer hasar gordiigiinden kontaminasyon riski daha fazladir. Kesik doku
kenarlar1 birbirine uzaktir ve birlesip iyilesmesi daha ¢ok vakit almaktadir. Bu
iyilesmede graniilasyon da fazladir. Tersiyer iyilesmede ise yaraya dikis atilmasi gibi
medikal bir miidahale i¢in ge¢ kalinmistir. Yara bolgesinde kan akimi zayiflamis ve
enfeksiyon geligmistir. Yaranin en uzun siirede kapandig iyilesme tipidir (DeLaune

ve ark., 2016).
1.2.2.1. Hemostaz ve inflamasyon

Derinin yaralanmasiyla meydana gelen kanamanin durdurulmasi ic¢in ¢oklu
fizyolojik cevaplar gelismeye baslar. Yaralanma bolgesindeki diiz kas hiicreleri
damarlarin daralmasimi indiikler ve kan kaybini azaltirlar (Sun ve ark., 2014).
Bununla birlikte trombositler (plateletler) ve pihtilasma faktorleri gibi eksuda
bilesenlerinin aktive oldugu hemostaz asamasi baslamis olur. Bu asamada
fibrinojenin etkisiyle piht1 olusur ve capraz fibrin aglar1 16kositler, keratinositler ve
fibroblastlar dahil olmak {iizere hiicrelerin temas: i¢in bir iskele gdrevi goren
hemostatik bir tikact meydana getirir. Sonrasinda bu kisim kuruyarak yaray1 koruyan
ve destek olan bir kabuk halini alir. inflamasyon asamasi ise hemostaz ile neredeyse
es zamanl baslar, bu yaralanmanin olusmasindan itibaren bir ka¢ dakika ile 24 saat
arasinda bir siirede gerceklesir ve {ic giin devam edebilir. Inflamasyon asamasi
hiicresel ve vaskiiler cevab1 kapsar. Bu asamada ndtrofiller yara bolgesine sizar,
bakerileri Oldiiriir ve hasar gormiis matriks proteinlerini azaltirlar. Notrofillerin
aktive edilmesinde IL-1, TNF-a gibi sitokinler rol oynamaktadir (Gonzalez ve ark.,

2016). 24 saat i¢inde makrofajlara doniisen monositler de mikroorganizmalar1 yok
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eder, notrofilleri ve doku artiklarini ortadan kaldirir, damarlanma ve doku
graniilasyonu igin uygun ortami olustururlar (Sekil 3) (Boetang ve ark., 2008; Sun ve
ark., 2014).

1.2.2.2. Migrasyon

Bu agama epitel hiicrelerinin ve fibroblastlarin yaralanma bolgesindeki hasarli ya
da yok olmus doku ile yer degistirmesini ifade eder. Bu hiicreler kenarlardan
baslayarak kabugun altindaki yaranin iizerinde hizlica yayilirlar. Ayn1 zamanda
epitel kalinlagsma goriiliir (Boetang ve ark, 2008). Yara kenarlarindaki keratinositler,
cesitli sitokinler ve biiyime faktorleri migrasyonu etkilemekte ve bolgesel hiicre

farklilasmasina neden olmaktadirlar (Gonzalez ve ark., 2016).
1.2.2.3. Proliferasyon

Proliferatif faz migrasyon ile es zamanli ya da hemen sonrasinda meydana
gelebilmekte, bu iki faz sadece proliferasyon bagligi altinda da
degerlendirilebilmektedir (Sun ve ark., 2014; Boetang ve ark., 2008). Bu asamada
fibroblastlar tarafindan deriye esneklik veren kollajen sentezi gerceklesir (Boetang ve
ark., 2008). Hiicre ¢ogalmasi ve matriks olusumu biiyiime faktorlerinin (platelet
kaynakli biiyime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), vaskiiler
endotel biiyiime faktorii (VEGF), degisiklik yapan alfa biiyiime etkeni (TGF-o) ve
degisiklik yapan beta biiylime etkeni (TGF-B)) salgilanmasi ile uyarilir (Sun ve ark.,
2014). Besinci giine kadar kan damarlar1 ve graniilasyon dokusu olusumu en iist
seviyeye cikar. Graniilasyon dokusu pembe, yumusak ve piiriizlii goriintiisii ile
karakterizedir. Yaranin ve olusan inflamasyonun siddetine gore biiytkligi degisir.
Iki haftaya kadar fibroblast proliferasyonu ve kollajen sentezi devam eder, zamanla
kan damarlar1 (anjiogenez ile olusan kilcal damarlar) azalir ve 6dem yok olur

(Boetang ve ark., 2008; Kumar ve ark., 2014).
1.2.2.4. Matiirasyon

Bu asamanin diger adi remodiilasyon evresidir. Hiicresel graniiler doku birkag
aydan iki seneye kadar degisen bir siirede hiicresel olmayan bir kiitleye doniisiir.

Graniilasyon dokusu azaldik¢a bag dokusu artar. Bu siirede yara izi son halini alir
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(Boetang ve ark, 2008; Kumar ve ark., 2014). Yeniden yapilanma evresinde yara
izini olusturmak tizere biiyiime faktorlerine ek olarak metalloproteinazlar gorev alir
((matriks metalloproteinazlar (MMP) ve metalloproteinaz doku inhibitorleri (TIMP))
(Bknz. Sekil 3) (Sun ve ark., 2014).

A B
Hemostaz inﬂamasyon
Epitermis | o
| 5 __-Yagbezi
_—~Kollajen
Dermis |
— Fibroblast
r Monosi
Subkutan. | ~ Kandaman
Doku L . 4
N&trofil : L Makrofsj . Notrofil
Hasarh TGFp Kemokinler _ 09 EGF ";’.lv S
hiicreler r 000 L1 F\ J  TGFf
@ TNFa PDGF :
PDGF TGFa TGFp Kemokinler
FGFs FGFs EGF TGFB
¢ o o o g tE | o
3 P am -1 i S
= L | ") S .
Proliferasyon Endotelyal hiicreler Keratinositler Matirasyon
&=r

TeFpFars, Oroblast v pars iGFs. IFN, Yeniden yapilanma
PDGF, L1 Vv v TGFB, VEGF, HGF, TGFp, POGF. FGF2

TNFa  Ekstraselliiler matriks MMPs. TIMPs

Sekil 3. Yara iyilesme siirecinin asamalar1, A. Hemostaz, B. Inflamasyon, C.
Proliferasyon, D. Matiirasyon. PDGF, trombosit kokenli biiyiime faktorii; FGF,
fibroblast biiyiime faktorii; TGF, transforme edici biiyiime faktorii; IL-1, interlokin-
1; TNF, tiimor nekroz faktorii; KGF, keratinosit biiyiime faktorii; IGF, insiiline
benzer biiytime faktorii; IFN, interferon; VEGF, vaskiiler endotelyal biiyiime faktori;
HGF, hepatosit biiylime faktorii; MMP, matriks metalloproteinaz; TIMP,
metalloproteinaz doku inhibitori (Sun ve ark., 2014).

Bu asamalarin baglatilmasi, sonlandirilmasi veya diizenlenmesi esnasinda meydana
gelmis herhangi bir basarisizlik, patolojik yara iyilesmesi ile sonuglanabilmektedir.
Ornek olarak piyojenik graniilom (graniilasyon dokusunun fazla biiyiimesi),
hipertrofik yaralar ve keloidler (fazla fibrotik cevap), kronik fiilserler (uzamis
inflamasyon evresi ve tekrar epitelizasyonda yetersizlik) verilebilmektedir (Sun ve
ark., 2014).
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1.2.3. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen ¢ok g¢esitli bolgesel ve sistemik etmenler
bulunmaktadir. Bdlgesel etmenler; yara bolgesinde enfeksiyon, yetersiz kan
dolasimi, hipoksi, doku nekrozu, yabanci partikiillerin varligi, tekrarlayan travmalar,
yara bolgesinin hareketliligi yara bolgesinde kuruluk ve 6dem seklinde siralanabilir.
Sistemik etmenler ile ilgili olarak da beslenme yetersizligi, diyabet, kronik renal
yetmezlik, immiin bagisiklik sendromu gibi hastaliklar, hastanin yasi, cinsiyeti ve

genetik yapisi gibi durumlar sayilabilir (Boetang ve ark, 2008).

Bunlarin yan1 sira sigara, alkol ya da uyusturucu madde kullanimu,
kortikosteroidler, radyasyon terapileri, nonsteroidal antienflamatuar ilaclar ve kanser

ilaglar1 yara iyilesmesi siirecini etkileyebilmektedir (Sun ve ark., 2014).
1.3. Yara Iyilesmesinde Kullanilan Yara Ortiileri

Yara ortiileri bitkisel preparat, hayvansal yag ve bal gibi maddelerin kullanildig:
basit uygulamalardan, doku miihendisliginin kullanildig1 yap1 iskelelerine kadar
yillar iginde gelisme gostermistir. Ornegin Afrika'da Guiera senegalensis bitkisi
antibakteriyel etkisi ve sisme 6zelliginden faydalanilmak tizere yara tedavisinden
kullanilmigtir. Commelina diffusa otu ve Spathodea campanulata kabugu da ayni
amagla uygulanmistir. Ancak bu sekilde islem gérmemis bitkilerin dogrudan
kullanim1 mikroorganizmalarla kontaminasyon bakimindan riskli bir durum
olusturmakla birlikte icerdikleri stabilize edilemeyen farkli kimyasallar, istenmeyen
etkiler elde edilmesine de neden olabilmektedir (Boetang ve ark., 2008). Yine bu
kapsamda 1600'lii yillara dayanan yag emdirilmis keten kumaslarin ortiicii olarak
kullanildig1 yara ortiisii uygulamalariyla karsilasmak miimkiindiir (Dhivya ve ark.,
2015). Tedavide hijyenin ve aseptik ¢alismanin 6neminin artmasiyla birlikte yara
iyilestirme siirecinde kullanilan materyallerin kalitesi de artmistir (Boetang ve ark.,
2008).

Gilinlimiizde ideal bir yara ortiisiinden beklenen 6zellikler; yara yiizeyindeki nem
oranin1 koruyabilmesi ayni zamanda fazla miktardaki eksudayr hapsedebilmesi,
partikiil ya da yara i¢in toksik olabilecek bilesenleri igermeyen non-toksik ve non-

alerjenik yapida olmasi, yariyr iyilesme doneminde meydana gelebilecek
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travmalardan koruyabilecek oOzellikte olmasi, zarar vermeyecek sekilde yaradan
uzaklastirilabilmesi, bakteri gecirmemesi, 1s1 yaliimli, gaz degisimine izin veren,
kullanimi rahat, az degistirme gerektiren, uygun maliyetli ve raf omrii uzun bir
preparat olmasi olarak sayilabilmektedir (Jones ve ark., 2006; Vowden ve Vowden,
2017).

1.3.1. Yara ortiilerinin siniflandirilmasi

Yara ortiileri yara iyilesmesindeki fonksiyona, liretiminde kullanilan materyale
ya da yara Ortiiniin fiziksel Ozelligine gore siniflandirilabilirler. Bunun yaninda
yarayla birebir temas eden birincil Ortii, birincil Ortiiyii ¢evreleyen ikincil ortii ve
ortasinda absorban kisim etrafinda da yapiskan kisim bulunan ada seklindeki Ortii
tipini igeren bir siniflandirma yapilmistir. Ek olarak geleneksel ortiiler, modern ve
ileri teknik ortiiler, doku replasman {iriinleri ve yara iyilestirici araglar1 kapsayan da
bir smiflandirma mevcuttur. Bazi yara oOrtiileri birden fazla siifa dahil

olabilmektedir (Boetang ve ark., 2008).
1. 3.1.1. Geleneksel yara ortiileri

Pamuklu sargi bezleri, sentetik bandaj ve gaz bezleri bunlar arasinda sayilabilir.
Topikal olarak uygulanan dozaj formlarindan farkli olarak bu ortiiler kuru ve yara
bolgesine gerekli nemi saglayamayacak durumdadir. Bunlar birincil, ikincil ya da

spesifik bir amaca yonelik kullanilan ortiilerdir (Boetang ve ark., 2008).

Bandajlar pamuk, yiin ve seliiloz gibi dogal materyallerden yapilabildikleri gibi
poliamid tiirli sentetik materyaller kullanilarak da tretilebilirler. Gaz bezleri
dokumayla ya da pamuk lifleri ile olusturulur. Ag¢ik yaralarda, modern Ortiilere
kiyasla daha az maliyetli olmalarindan dolayi sik sik tercih edilir. Eksuday1 ve diger
yaradan salgilanan viicut sivilarini absorbe edebilme 6zelligine sahiptirler ve sik sik
degistirilmeleri gerekmektedir. Yarayr kapatarak disarisi ile temasi azaltsalar da
gozenekli yapilari ile ancak kismen bakteriyel koruma saglanabilir (Lawrence, 1994).
Eksudayr emdikleri ve 1slandiklart durumlarda bu koruyuculugu kaybederler.
Ozellikle seliilozun her durumda antimikrobiyal bir etken ile desteklenmeye ihtiyaci
vardir (Naseri-Nosar ve Ziora, 2018). Ek olarak yarada kalint1 birakarak

malformasyon meydana getirebilirler, yaranin kurumasimi takiben yaraya
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yapisabildikleri i¢in degistirilme sirasinda dokuya hasar verip, hasta uyuncunu
olumsuz etkileyebilirler (Jones ve ark., 2006; Lawrence, 1994). Bir miktar parafin ile
uygulanmalar1 degistirilmelerinin kolaylasmasini saglar. Bunun yaninda gazli bezler
yara tlizerinde tika¢ gorevi goriirler, yara ylizeyindeki nemin ugusuna izin veren
yapilar1 yaranin kuru kalmasina neden olur. Temiz yaralara uygulanmalar1 tavsiye

edilir (Boetang ve ark., 2008).
1.3.1.2. Modern yara ortiileri

Kat1 ve yari-kati topikal ajanlarin yara ylizeyinde yeterince uzun siire
kalamamasi, geleneksel Ortiilerin yara i¢in gerekli nemi saglayamamast ve
bakterilere karsi koruyuculugun tam olarak elde edilememesi gibi nedenlerle, yara
tyilesmesi icin kullanilan geleneksel yontemler yerini modern Ortiilere birakmistir
(Boetang ve ark., 2008; Lawrence, 1994). Asagida agiklanan modern yara Ortiileri,
agirlikli olarak {dretimlerinde kullanilan materyal g6z Oniinde bulundurularak

siniflandirilmastir.

1.3.1.2.1. Disiik yapisma ozellikli ya da yapiskan olmayan tabaka halindeki

ortiler

Bu tip ortiller dogrudan yara yatagina uygulanabilirler. Silikon ya da ¢ok
tabakali-delikli plastik yapilidirlar. Degistirilmeleri esnasinda hastaya sikinti
vermezler dolayisiyla hassas yapida cildi olan hastalar i¢in uygundurlar. Absorban
bir {irlinle birlikte ikincil ortli olarak kullanilabilirler. En ¢ok parmak ucu yaralari,
tirnak ¢ekim operasyonlar: ve negatif basing terapisi (negatif basing uygulamasi ile
yara iyilesmesinin hizlandirildigi modern bir yara tedavisi yontemi) esnasinda tercih
edilirler (Vowden ve Vowden, 2017; Jones ve ark., 2006). Bu tip yara ortiilerine
ormek  olarak  Mepitel®,  Mepilex® ve  Biatain® Silicone  verilebilir
(https://www.coloplast.co.uk/biatain-silicone-en-gb.aspx, Erisim tarihi: 03 Haziran
2018; Jones ve ark., 2006).

1.3.1.2.2. Yari-gecirgen adezif film ortiiler

Bu ortiiler sivilar ve bakteriler i¢in gegirgen olmayip hava ve su buhari igin

gecirgen Ozelliktedir. Bu  oOzelllikleri yaranin  ideal nemlilikte kalmasin
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saglamaktadir. Yine seffaf goriinlimlii olmalar1 yaranin iyilesme siirecinin takip

edilmesine olanak saglamaktadir (Jones ve ark., 2006).

Bu ortiiler ilk olarak naylon tiirevlerinden yapilmistir. Ancak su absorbe etme
ozellikleri yeterli bulunmamustir. Daha sonra ticari bir iiriin olan Opsite™,
poliiiretandan yapilmis ve hipoalerjenik akrilik asit tiirevleriyle kaplanmistir. Uriin
cok ince olmasi sonucu sadece yiizeysel yaralar i¢in uygun bulunmustur. Birincil
ortll ya da ikincil ortii olarak degerlendirilebilirler (Vowden ve Vowden, 2017). Bu
sinifta degerlendirilebilecek diger ticari filmler; Cutifilm™, Biooclusive™ ve

Tegaderm™ olarak sayilabilir (Boetang ve ark, 2008).

Yari-gecirgen adezif filmlerin yaraya yapisabilmesi i¢in kuru bir yiizey
gereklidir. Bu yilizden nemli ya da eksudali yaralar i¢in uygun degillerdir. Daha ¢ok
ameliyat sonrasi kontamine olmamis yaralar ve esnek yapili olmalar1 sebebiyle

eklemler i¢in tercih edilmektedirler (Vowden ve Vowden, 2017; Jones ve ark., 2006).
1.3.1.2.3. Hidrokolloid ortiiler

Hidrokolloid yara ortiileri kolloidal materyaller ile elastomer gibi adezif
materyallerin bilesimiyle olusurlar. Jel yapict ajan olarak da karboksimetil seliiloz,
pektin ve jelatin igerebilirler. Ticari preparatlara ornek olarak; Granuflex™,
Aquacel™, Comfeel™ ve Tegasorb™ wverilebilir. Aljinatla kombine edilmis
preparatlar da mevcuttur. Ince film ya da tabaka halinde bulunabilirler. Bu ortiiler
genel olarak mindr yaniklar, travmatik yaralar ve basi yaralari gibi hafif eksudal
yaralar i¢in kullanilirlar. Yarayla temas ettikten sonra eksuday: iglerine hapsederler,
fiziksel halleri jellesir ve nem gegisine olanak saglamaya baslar. Bununla birlikte
yaradan ¢ikarilmalar acisiz oldugu icin pediyatrik vakalarda kullanimlar1 uygundur
(Boetang ve ark, 2008). Olusturduklari bariyer hastanin dus almak gibi giinliik

aktivitelerini aksatmamasina olanak tanir (Jones ve ark., 2006).

Hidrokolloid ortiilerin enfeksiyonlu yaralarda ya da sik muayene gerektiren diyabet
yaralar1 gibi yaralar i¢in kullanilmasi tavsiye edilmez (Jones ve ark., 2006). Sakrum
ya da topuk gibi Ortiiniin sabit kalmasinin zor oldugu durumlarda yapisma
Ozelliginden otiirii tercih edilirler. Bazi durumlarda ortaya cikardiklar1 kotii koku

enfeksiyonla ilgili degil, tirtin hatasi yiiziindendir (Vowden ve Vowden, 2017).
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1.3.1.2.4. Hidrofiber ortiiler

Hidrokolloid ortiilere daha fazla absorplama 6zelligi kazandirilarak olusturulmus
yara oOrtiileridir. Sodyum karboksimetil seliiloz igerirler. Agirliklarinin 25 kat1 kadar
su c¢cekme Ozelligine sahiptirler. Dikey fitilleme ile olusturulan dokusunun cilt

maserasyonunu azaltan bir etkisi vardir. (Vowden ve Vowden, 2017).

Aqucel® ve Versiva® hidrofiber ortiilere drnek olarak gosterilebilir (Jones ve
ark., 2006).

1.3.1.2.5. Aljinat ortiiler

Aljinat ortiiler, mannuronik asit ve gluronik asidin glikozid bagi ile baglanmasi
sonucu meydana gelen bir heteropolisakkarit olan aljinik asidin kalsiyum ve sodyum
tuzlarindan dretilirler (Bknz. Sekil 4) (Koehler ve ark., 2018). Bu ortiiler esnek
liflerden ya da dondurularak kurutulmus por6z tabakalardan olusur. Kalsiyum iyonu
iceren Ortliler, yara Ortiisiindeki kalsiyum ile kandaki sodyumun iyon degisimi
sonucu hemostatik etki gdstererek kanamanin hafiflemesine yardimer olabilmektedir.
Yarayla temas ettiklerinde yaraya yapisir, igerdigi iyon araciligi ile yara iizerinde
koruyucu bir tabaka olusturur ve bakteriyel kontaminasyonu en aza indirirler.
Mekanik stabiliteleri yiiksektir. Ticari preparatlara ornek olarak; Sorbsan™,
Kaltostat™, Sorbsan™, Tegagen™ ve Comfeel Plus™ verilebilir (Boetang ve ark,
2008; Vowden ve Vowden, 2017; Kamoun ve ark.,2017).

Aljinat ortiiler agirliklarinin 20 kat1 kadar siviy1 absorplama 6zelligine sahiptirler
bu yiizden ¢ok fazla eksudali yaralar ve cerrahi yaralar igin tercih edilmelidirler.
Kuru ve nekrotik doku ile kapli yaralarda kullanilmamalar1 gerekir. Antiseptik su ile
acisiz ve kolayca uzaklagtirilabilirler (Boetang ve ark, 2008; Vowden ve Vowden,

2017). Giinliik olarak degistirilmeleri gerekmektedir (Jones ve ark., 2006).

19



Poli-gluranik asit (G)
aH Poli-mannuronik asit (M)
L7 XCOT gy
[ A0 Ho— 7o
f‘l-ml m—\""LA--'GE =0
DL xrcoor O
coor X
2 P-W\j’_\m—\
Ca*

G M ]

Sekil 4. Aljinat yapisi igin iyonik ¢apraz baglanma reaksiyonu (Koehler ve ark.,
2018).

1.3.1.2.6. Hidrojel ortiiler

Hidrojel yara ortiileri polimetakrilat, polivinilpirolidon gibi sentetik polimer ya
da kitozan, kollajen gibi dogal polimerlerden meydana gelen, suda ¢oziinmeyen ve
sisebilen Ozellikteki Ortiilerdir. Tabakalarin hazirlanisinda polimerik bilesenlerin
capraz baglanmasi su hapsedebilmeleri i¢in 6nemlidir. Hidrojel yaraya jel formunda
uygulandiginda, ikinci bir Ortiiye ihtiya¢c duyulur. Ancak hidrojeller ortii olarak
kullanildiginda ikincil ortii gorevini de istlenirler. Ticari preparatlara 6rnek olarak;

Nu-gel™ ve Purilon™ verilebilir (Boetang ve ark, 2008; Koehler ve ark., 2018).

Bu ortiilerin yiizde 70-80 kadart su oldugu igin genelde kuru yaralarda
rehidrasyon ajani olarak kullanilirlar. Ayrica orta derece eksuda igeren yaralar igin ve
yanik tedavisinde kullanilirlar. Esnek yapilar1 sayesinde yaraya gore boyutlar
ayarlanabilmektedir (Boetang ve ark, 2008). Yine su ve gliserin tabanli {irlinler
olmalar1 sebebiyle yari-sefaff ya da seffaftirlar ve iyilesme siiresince yaranin
durumunun takip edilmesine olanak saglarlar (Kurtoglu ve Karatas, 2009; Kamoun
ve ark.,2017; Vowden ve Vowden, 2017).

Yara iyilestirmede kullanilabilecek bir ortii i¢in ideal oOzelliklere sahiptirler.

Kuru, kabuklu ve nekrotik yaralara uygulandiklarinda yaranin ideal nemlilikte
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kalmasma yardimci olurlar. Biyolojik dokularla etkilesime girmezler ve
metabolitlerin gegisine izin verirler. Nemli bir iyilesme ortami sagladiklari i¢in yar1
yiizeyi serin kalir bu da hasta uyuncunu olumlu yonde etkileyebilmektedir. Yara
tizerinde kalinti birakmazlar ve re-epitelizasyon iizerinde olumlu etkileri vardir.
Bunlarin yaninda fazla miktarda su absorbe edememeleri eksuda birikimine ve kotii
kokuya neden olurken, mekanik dayaniksizliklari uygulamada  sorun
olusturabilmektedir (Boetang ve ark, 2008). Diisiik mekanik stabilite gostererek
dayaniksiz olmalarmin nedenleri arasinda; polimer aglarinin yeterince homojen
olmamasi, tek polimer zincirleri arasindaki diisiik siirtiinme ve igeriklerindeki
polimer miktarmin sadece %5-10 kadarinin polimerden olugmasi gosterilebilir. Buna
¢ozlim olarak uygun polimer se¢imi, dncii molekiillerde kimyasal modifikasyon ya
da fiziksel modifikasyonlar onerilmistir. Gong ve arkadaglarinin olusturdugu cift ag
hidrojeller, modifikasyon yapilarak saglamlagtirilmig hidrojellere 6rnektir (Koehler
ve ark., 2018; Gong, 2010).

Hidrojel ortiiler genel olarak ii¢ tipte degerlendirilir. Bunlar; amorf yapida
olanlar, gazli beze emdirilmis olanlar ve tabaka halinde olanlardir (Vowden ve

Vowden, 2017).

Literatiirde hidrojellerin yara Ortiisii olarak kullanilmalartyla ilgili oldukca fazla
calisma bulunmaktadir. Hidrojelin ideal 6zelliklerine ek olarak antimikrobiyal etkiye
de duyulan ihtiyagla birlikte glimiis nitrat da iceren polikatyonik bir hidrojel
sentezlenmesi ile ilgili yapilan ¢alismada olumlu sonuglar elde edilmistir (Palantoken
ve ark., 2016). Bir baska caligmada oksijen ve iyot salgilayabilen hidrojel Ortii
gelistirilmis ve kronik yaralar i¢in uygun bulunmustur (Nice, 2014). Diger bir
calismada diyabet yaralarinin tedavisinde kullanilmak tizere Glucomannan (jel yapici
ajan), keratin ve Avena Sativa iceren hidrojel tabanli bir yara ortiisii tasarlanmis ve
yara iyilestirme tedavisi i¢in etkili oldugu bildirilmistir (\Veerasubramanian ve ark.,
2018).

1.3.1.2.7. Kopiik ortiiler

Bu smuftaki ortiiler pordz poliiiretan kopiik, politiretan kopiik film ya da

silikondan olusmaktadir. Politiretan koptikler iki ya da ii¢ tabakadan olusup yara ile

21



temas eden kisimlar1 hidrofilik, sirt kisimlari ise hidrofobiktir. Kopiik pargalarinin
gevsek delikli polimerik film torbaya konulmas ile Allevyn cavity®, Cavi-care® gibi
viicut bosluklarindaki yaralara uygun ticari preparatlar iiretilmistir. Silikon kopiikler
yara sekline uyabilecek sekilde genisleyen ve yarayr dis etkilerden koruyabilen
yapidadir (Jones ve ark., 2006). Kopiik ortiiler genel olarak nem gegirgenligine sahip,
absorplama kapasiteleri yiiksek ve termal yalitim saglayabilen tiptedir. Bu sebeple
derin yaralarda ikincil bir Ortliye ihtiyag duyulmadan kullanilabilirler.
Antimikrobiyal, antiinflamatuvar analjezik ya da nemlendirici etkili maddeler bu
dozaj formu ile verilebilir (Vowden ve Vowden, 2017). Ticari preparatlarin diger
ornekleri; Tielle™, Lyofoam® ve Allevyn® olarak sayilabilir (Boetang ve ark,
2008).

1.3.1.2.8. Larva ortii ve koku giderici ortiiler

Lucilia sericata larvalarinin 'Biobag' denilen bir pakete konulmasi ile elde edilen
yara Ortlislinlin iyilesmeyi arttirdigi, damar olusumunu destekledigi ve enfeksiyonu
onledigi bildirilmistir. Bu tedavi 4-5 gilin kadar silirmektedir. Hastada
kontrendikasyon gelisebileceginden dikkatle uygulama yapilmalhidir (Vowden ve
Vowden, 2017).

Ozellikle iyilesmeyen, habis yaralarm olusturdugu kotii koku hasta agisindan
rahatsizlik vericidir. Bu kokuyu azaltmak amaciyla komiir iceren Ortiiler
kullanilmaktadir. Bu ortiilere antibakteriyel etkiyi destekleyici giimiis iyonu da
eklenmektedir. Metronidazol da kotii kokuyu azaltan bir ajan olarak bu tip ortiilerde
kullanilabilmektedir (Vowden ve Vowden, 2017).

Larva terapisinin daha ¢ok 6lii hiicreli ve enfeksiyonlu yaralar i¢in uygun oldugu
bildirilmistir. Ozellikle Metisiline diren¢ kazanmis Staphylococcus aureus igin
oldugu gibi ilaca direngli vakalarda oldukga etkilidir. Maliyet olarak uygun ve
kontrendikasyonu bulunmayan bir uygulama olarak degerlendirilmekle birlikte

ortiilerin raf 6mrii kisadir (S. Kumar ve ark., 2004).
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1.3.1.2.9. Biyolojik ortiiler

Bu tip ortiillere yara iyilesme siirecinde aktif rol oynadiklari igin 'biyoaktif
ortiller' de denilmektedir. Dogal dokulardan ya da yapay kaynaklardan doku
miithendisligi ile {iretilebilirler. Genel olarak kollajen, kitozan, aljinat, hiyaliironik
asit, glikozaminoglikan ya da elastin gibi polimerler kullanilir. Uretimlerinde
biyouyumlu materyallerin kullanilmas1 yara iyilesmesi siirecinde avantaj olarak
degerlendirilir. Biyoparcalanabilen yara Oortiilerinin emilmeleri ya da dokudan
cikarilmalar1 daha kolaydir. Parcalanan yara ortiisii oran1 islevsel bir eksiklik ya da
bozukluk olmamasi icin yenilenen doku oramiyla ortiismelidir (USP 40-NF 35
General Information /1046 Cellular and Tissue-Based Products). Antibakteriyel
ajanlar ve biiylime faktorleri ile bu ortiilerin etkileri desteklenebilmektedir (Boetang
ve ark, 2008). Hyalofill®, Hyalosafe® (Anika Therapeutics) ve Hyalo* Regen (Fidia
Pharma GmbH) hiyaliironik asitten olusan yara ortiilerine ticari orneklerdir (Koehler

ve ark., 2018).

Yara iyilesmesinde kullanilan biyouyumlu yara ortiileri literatiirde ozellikle
doku miihendisliginde yap: iskeleleri (skafold) olarak da isimlendirilmekte ve
hiicreler aras1 baglanmay1 ya da proliferasyonu destekleyerek yeni doku olusumunu
kolaylagtiran gegici yapilar olarak tanimlanmaktadir. Skafold en giincel yara
ortlilerinden biri olarak degerlendirilebilir (Ovsianikov ve ark., 2018; Kurtoglu ve
Karatas, 2009).

Ekstraselliiler matriks ve tiirevleri, hiicre-biyomateryal temelli kombinasyon
skafoldlarin olusturulmasinda kullanilirlar. Bunun icin kollajen ya da fibrin gibi
proteinler, kitozan gibi  bir polisakkarit ya da glikozaminoglikanlar
kullanilabilmektedir. Kollajen hiicre ekimi i¢in en yaygin kullanilan substrattir.
Kollajen gibi dogal polimerlerin dayanikliligini arttirmak i¢in glutaraldehit gibi
capraz baglama ajanlar1 tercih edilmektedir. Skafoldlarin hazirlanmasinda en g¢ok
kullanilan sentetik polimerler ise poliglikolik asit ve polilaktik asittir (USP 40—NF 35

General Information /1046 Cellular and Tissue-Based Products).

Skafoldlar genel olarak sert ve yumusak olmak iizere iki sinifta incelenirler. Sert

skafoldlar kan damar1 dokusu gibi bir dokuda kullanilmak {izere sekli sabit kalacak
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tasarlanmiglardir. Yumusak skafoldlar ise esnektir (USP 40-NF 35 General
Information /1046 Cellular and Tissue-Based Products).

Literatiirde biyolojik ortii sinifina giren doku miihendisligi ile olusturulan deriler
olarak da ifade edilen 'cilt siibstitiiyeleri' karsimiza g¢ikmaktadir. Bunlar matriks
proteinleri ve doku hiicreleri kullanilarak olusturulmaktadir. Ticari {riinler
incelendiginde,  epidermal keratinositlerin kiiltiire edilmesi ile olusturulmus
Epicel™, glikolik asit ile olusturulmus skafoldun iginde neonatal fibroblastlarin
kiiltiire edilmesi ile tiretilmis Dermagraft®, dermis ve epidermise esdeger iki tabakali
sekilde tasarlanmis Apligraf™ gibi cilt siibstitiiyeleri goriilmektedir. Ticari
preparatlara diger ornekler; TransCyte™, OrCel™, Oasis™, E-Z-Derm™,
VivoDerm™, EpiDex™, Integra™ olarak verilebilir (M. Silva ve Castro, 2002;
Ehrenreich ve Ruszczak, 2006; Boucard ve ark., 2007; Schneider ve ark., 2009). Cilt
stibstitliyelerinin kullanimlarini sinirlayan; yetersiz vaskiilarizasyona bagli hiicrelerin
6lebilmesi, zayif mekanik 6zellik gostermeleri, saglam doku ile birlesememeleri ve
alerjik reaksiyon ortaya ¢ikabilmesi gibi durumlar mevcuttur. Ek olarak hiicrelerin
kiiltiire edilmesi vakit aldigindan bu materyallerin tiretimleri zor ve pahalidir (Vig ve

ark., 2017).

Saglikli deri dokusunun izole edilerek yara bolgesinde kullanilmasi ile greft
uygulamalar1 da biyolojik ortli  kapsaminda degerlendirilebilir. ~ Greftler
olusturulurken epidermis ve dermisin epidermise yakin olan kisimlar1 kullanilabildigi
gibi (kismi kalinlikta deri grefti (split-thickness skin grafts)), epidermisin ve dermisin
tamaminin kullanildigr uygulamalar (tam kalinlikta deri grefti (full-thickness skin
grafts)) mevcuttur. Bagka bir siiflandirma da doku vericisine gore yapilir. Kisinin
kendi dokusu greft olarak kullanildiginda otogreft, greft baska bir insandan elde
edildiginde allogreft (homogreft), bagka bir canlidan elde edildiginde de ksenogreft
(heterogreft) olarak isimlendirilir. Allogreft ve ksenogreft i¢in immiinolojik doku
reddi s6z konusu oldugundan gegici siire ile kullanilabilirler. Bununla birlikte bu iki
tip greftin eldesi otogreft eldesi kadar kisith degildir (Sun ve ark., 2014). Greftlerin
en Onemli dezavantaji HIV gibi tasmabilir viriislerin bulagmasi konusunda risk

olusturmalaridir (M. Silva ve Castro, 2002).
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1.3.1.2.10. Yara ortiilerinde giincel yaklasimlar

Yara oOrtiilerinin iretimi i¢in gelisen teknoloji ile birlikte son donemde daha
kompleks modeller olusturulmaktadir. Nanopartikiil, kil, karbon ve metal oksitleri
igeren kompozit iiriinler kullanilarak yara ortiileri gelistirilmektedir (Kamoun ve ark.,
2017). Kollajen matriksleri fibroblastlarla birlestirmek ya da keratinositlerle
epidermal bir yiizey olusturmak gibi modeller i¢in farkli iiretim yoOntemleri
calisilmaktadir. Dondurarak kurutma, {i¢ boyutlu (3B) yazicilar kullanimi,
elektroegirme yontemi (electrospinning) ve cip tizerinde deri (skin-on-a-chip model)
kullanilan yeni teknolojiler arasinda sayilabilir. Kollajen ve kitozan kullanilarak bu

yontemler ile iiretilen yara ortiisii ¢alismalari mevcuttur (Yun ve ark., 2018).

Yara oOrtiisii iiretiminde 3B yazict teknolojisinin kullanilmasinin en 6nemli
avantaji hedeflenen klinik uygulamaya o6zel iyilestirmelere olanak tanimasi ve
yiiksek tekrarlanabilirlik ile materyallerin iiretiminin saglanabilmesidir. Bu nedenle
yara Ortiilerinin iiretiminde standartlagsmay1 saglamak adina da uygun bir yontem
oldugu sdylenebilir. Bu yontem ile cildin farkli tabakalar istenilen kalinlikta katman
katman basilabilir ve elde edilen iskelenin yapisi hassas olarak kontrol edilebilir (Ng
ve ark., 2016; Cubo ve ark., 2016; Vijayavenkataraman ve ark., 2016). Bu yontem ile
yara Ortlilerinin iretiminde seramikler, dogal ve sentetik biyoplastikler, hiicreler ya
da biiyime faktorleri ile birlestirimis hidrojeller, proteinler ve biyomolekiiller
kullanilabilmektedir. Ornek olarak 3B yazici ile cerrahide yumusak dokularda
kullanilmak {izere jelatin, elastin ve sodyum hiyaliironat igeren bir membran
tiretilmis olup, mekanik 6zellikleri uygun bulunmustur (Tayebi ve ark., 2017). Basgka
bir ¢alismada bu teknoloji ile iki farkli tipte nanoseliiloz kullanilarak por6z yapida
yara Ortlileri dretilmis ve pordz kisimlara antimikrobiyal ilag yiiklemesi
yapilabilecegi bildirilmistir (Rees ve ark., 2015). 3B yazici ve hot melt teknolojileri
birlikte kullanilarak burna ve kulaga uygulanabilecek sekilde polikaprolakton, ¢inko
ve glimii iceren antimikrobiyal yara Ortiileri tasarlanmis ve kisiye 6zel tedavide
olumlu sonuglar ortaya c¢ikmustir (Muwaffak ve ark., 2017). Katman katman
membran iiretimi yapilabilmesine olanak taniyan 3B uygulamalar1 bu alanda yine de
sert dokularin iiretimindeki siklikta kullanilamamaktadir. Bunun nedenlerinden biri

ortli tretiminde kullanilan malzemelerin reolojik 6zelliklerinin risk olusturmasidir.

25



Bu kapsamda 3B jelatin bazli membran iiretim siirecinin degerlendirildigi bir ¢aligma

yapilmistir (Tayebi ve ark., 2018).

Elektroegirme yontemi ile yara oOrtiilerinde hazirlanmasinda kullanilmak iizere
mikrometre ve nanometre boyutunda liflerin iiretimi miimkiindiir. Bu yontemin kolay
uygulanabilir, ¢cok yonlii ve etkili bir secenek oldugu bildirilmistir. Bu yontem ile
yiikksek derecede porlu bir iskele elde edilmektedir, boylece ekstraseliiler matriks
yapisi taklit edilebilmekte ve porlu yapi hiicrelerin tutunup prolifere olabilecegi bir
yap1 saglamaktadir (Noh ve ark., 2006; Pan ve ark., Chen 2006; Fu ve ark., 2017).
Yapilan bir calismada elektroegirme ile serisin/polivinil alkolden iiretilmis liflere
tigesiklin yiiklenerek antimikrobiyal etkili yara ortiileri tretilmistir (Chao ve ark.,
2018).

Dondurarak kurutma yoOntemiyle pordz yapida yara Ortiileri elde etmek
miimkiiniidiir. Ornek olarak, bu ydntemin uygulandig1 bir calismada, capraz bagh
kitozan-jelatin hidrojelleri ile olusturulmus por6z yapili skafoldlar biyouyumlu
bulunmus ve bunlarin doku iyilesmesi icin kullanimlarinin uygun oldugu

bildirilmistir (Carvalho ve Mansur, 2017).

Keratinositlerin biyolojik matrikslerde kiiltiirii ile epidermis olusturulmasina
yonelik ¢alismalar da mevcuttur. Bu modeller “yeniden olusturulan insan epidermisi
(reconstructed human epidermis, RHE)” olarak adlandirilir ve proliferasyon
markerlari, dermal-epidermal baglanti markerlar1 gibi spesifik markerlar1 da
yapilarinda igerirler. Bu kapsamda laboratuvarda cilt iritasyonu, DNA hasari, UV
(mor Otesi) 1511 maruziyeti gibi calismalarda kullanilmak iizere SkinEthic™ RHE,
EpiSkin™ ve EpiDerm™isimli epidermis modelleri bulunmaktadir. Bu modellerin
pigmentasyon/depigmentasyon c¢alismalarinda kullanilmak iizere melanosit igeren
versiyonu da bulunmaktadir. Bu sekilde {iiretilen bir epidermis modelinin yara ve
yanik tedavisinde de kullanilabilecegi bildirilmistir (Rehder ve ark., 2004). Yine
benzer olarak keratinositler ve fibroblastlar1 igeren “yeniden olusturulan insan derisi
(reconstructed human skin)” mevcuttur. Bu modellere 6rnek olarak T-Skin™ ve
EpiDermFT™ verilebilir (Netzlaff ve ark., 2005; Yun ve ark., 2018; Gordon ve ark.,
2015).
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Yapilan bir caligmada kronik iyilesmeyen diyabet yaralarinda, azaltilmig grafen
oksit yiiklii Isabgol (Psyllium kabugu) nanokompozit yapili yara ortiileri hazirlanmis
ve bu ortiilerin anjiogenez ve kollajen sentezinde olumlu etkileri gozlenmistir
(Thangavel ve ark., 2018). Baska bir ¢alismada ince bagirsak submukoza membrani
ve kriyojelinden olusan ¢ift tabakali bir yara ortiisii gelistirilmis ve tam kat yaralarin
iyilesmesinde olumlu etkileri tespit edilmistir (Wang ve ark., 2018). Metal
nanopartikiillerin biyolojik kaynakli sentezinin 6énem kazanmasi ile Delonix elata
bitkisinin yapraklarinin ekstrakti kullanilarak sentezlenmis giimiis nanopartikiiller ile
kapli ortii uygulmasit sonucu anorektal yaranin tedavisinde basarili sonuglar elde
edilmistir (Y. Wang ve ark., 2018). Antibakteriyel ila¢ yiiklii poli-N-izopropil
akrilamid mikrojel boncuklarla Eudragit®E kullanilarak yara ortiisii tasarlanmis ve bu
ortiiniin  sicakliga duyarl, kendiliginden yapisabilen ve yaradan da kolayca
soyulabilen ozellikte oldugu bildirilmistir (Lin ve ark., 2001). Baska bir ¢alismada,
diren¢ gelisimini onlemek amaciyla sadece ihtiya¢ halinde antimikrobiyal madde
salan akilli bir yara ortiisti gelistirilmistir. Hem teshis hem de tedavide kullanilabilen
bu ortii, antimikrobiyal ve floresan vezikiiller i¢eren biyouyumlu UV-¢aprazbaglh

metakrilat jelatinden olusmaktadir (Zhou ve ark., 2018).
1.3.2. Yara ortiisii secimi

Uygun yara Ortiisiiniin se¢imi i¢in oncelikli olarak yara degerlendirilmeli ve
istenilen sonu¢ belirlenmelidir. Yara nekrotik doku halini almigsa yaranin
temizlenmesi Oncelikli hedef olmalidir. Bunun i¢in otolitik etkili Ortiiler
(hidrokolloit, hidrojel), Cadexamer iceren osmotik etkili bir ortii ya da agik yaralara
yapisma Ozelligi gosteren boylece nekrotik yaralardaki 6lii dokularin atilmasinda
kullanilan absorptif pansumanlar (gaz bezi gibi) tercih edilebilir. Eger yara iltihapli
ise az eksudali yaralarda hidrojel, hidrokolloid ve antimikrobiyal ajan igeren ortiiler
etkili iken, ¢ok eksudali yaralarda hidrofiber, aljinat ve kopiik ortiiler istenilen
sonucu verebilir. Yara graniilasyonlu ise ya da epitelizasyon baglamis ise iyilesmeyi
hizlandirmak adina derin yaralar i¢in hidrokolloid ve hidrojeller, yiizeyel yaralar igin
film veya diisiik adezif 6zellik gosteren ortiiler segilir. Bu yara tipinin ¢ok eksudali
olmast durumunda yine aljinatlar kullanilabilir. Yara iyilesmesi gerceklesmiyorsa

tan1 tekrar degerlendirilmeli ya da yiiksek teknolojili liriinler denenmelidir (Vowden
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ve Vowden, 2017). Yara sinifina uygun yara Ortiisii se¢ilimi ile ilgili sekil 5’de

sematik olarak gosterilmistir.

Uygun yara Ortiisii se¢imi

Degerlendirme Hedef Aksiyon
Operasyon (kesme ile)
vere Otol kB(iyo(Ijoj”I: (Illznéim)d )
- —> temizl ; tolitik (Hidrokolloid, Hidroje
Nekrotik doku emizienmes! Osmotik (Kadeksomer iyodiir)

Mekanik (Versajet™)

[ Derin yara
fltihabin yok
edilmesi Az eksuda Cok eksuda
Hidrojel Hidrofiber
Hidrokolloid Aljinat
Kopiik

)

Yiizeyel yara

Az eksuda Cok eksuda
Hidrojel Hidrofiber
Hidrokolloid Aljinat
Antibakteriyel Kopiik
orti

N S ) N, W )

Cok eksuda

.

Epitelizasyon

(o)

iyilesmeyen doku

Tani tekrar degerlenmeli, biyopsi
yapilmali, yiiksek teknoloji tiriinler
denenmeli

— _ Az eksuda Hidrokolloid
Tyilesmeyi Hidrojel Aljinat
hizlandirma Hidrokolloid Kapiik

Hidrofiber

Az eksuda Cok eksuda
Hidrokolloid Kopiik
Film Aljinat
Diisiik yapisma Hidrofiber
ozellikli tirtin
Yiizeyel yara
Az eksuda Cok eksuda
Hidrokolloid Hidrokolloid
Film Kopiik
Disiik Aljinat
Yapisia Hidrofiber

ozellikli Giriin

Sekil 5. Yara sinifina uygun olarak yara ortiisii segimi (Vowden ve Vowden, 2017)

28




1.3.3. Etken madde iceren yara ortiileri

Yara ortiilerine terapotik etkisi olan maddeler yiliklenebilmektedir. Bu sekilde
topikal olarak uygulanan konvansiyonel dozaj formlarinin dezavantajlarinin 6niine
gecilebilmekte ayn1 zamanda ilaglarin sistemik olarak uygulandiklarinda goriilen
bobreklerde birikme, antimikrobiyal direng, sistemik toksisite gibi etkiler
goriilmemektedir. Antimikrobiyal ajanlar potansiyel enfeksiyonlar1 oOnlemeleri
bakimindan tercih sebebidir. Konu ile ilgili literatiirde giimiis siilfadiazin igeren
polikaprolakton ve polivinil alkolden elektroegirme teknolojisi olusturulmus yara
ortiisii (Mohseni ve ark., 2016) ve polikaprolaktona nanofiberlere levofloksasin
yiiklenmesi ile elde edilmis antibakteriyel yara oOrtiisii calismalari 6rnek olarak
gosterilebilir (Pasztor ve ark., 2017). Bunlara ek olarak giimiis nanopartikiilleri
igermesinin yaninda fibroblast enkapsiilasyonunun da yapildigi (Rigo ve ark., 2013)
ve metakrilik asitten hareketle nanoemiilsiyon polimerizasyonu kullanilarak giimiis
iyonu, Aloe vera ve zerdegal igeren nanohidrojel ile olusturulmus daha yenilikgi
antimikrobiyal yara oOrtiileri de mevcuttur (Anjum ve ark., 2016). Aym sekilde
biiylime faktorleri de yara ortiileri ile kullanilabilir. Biiylime faktorleri, hiicre
boliinmesi, hiicrelerin go¢ etmesi, hiicre farklilagmasi ve protein ekspresyonu gibi
olaylar1 etkileyerek yara iyilesmesinde fizyolojik aktif rol oynamaktadirlar.
Anjiogenez, hiicre proliferasyonu-inflamasyonu ve fibroblast aktivitesi yine biiyiime
faktorlerinden etkilenmektedir (Boetang ve ark, 2008). Literatiirde yara
tyilesmesinde kullanilmak iizere heparin ve hidrojelden olusan epidermal biiylime
faktoriinlin yiiklendigi bir yara ortiisii liretilmis bu Ortiiniin iyilesmeyi arttirabilecegi
bildirilmistir (Goh ve ark., 2016). Epidermal biiyiime faktoriiniin ibuprofen gibi
analjezik etkili bir ajan da yara ortiisiine yiiklenebilir (Biatain Ibu™ ; 0,5 mg-cm™
Ibuprofen; Coloplast AG) (Koehler ve ark., 2018). Bunlara ilave olarak vitamin A, C,
E gibi vitaminler ve ¢inko bakir gibi mineraller yara iyilesmesi siirecine katki

saglayabilmeleri i¢in yara Ortiilerine yiiklenebilmektedir (Boetang ve ark, 2008).

Yara ortiilerinden hidrofilik polimerler kullanilarak kontrollii ilag salinimi
saglanabilmektedir. Bu sekilde siirekli degistirilmelerine gerek duyulmayacagindan

hasta uyuncu artabilmektedir (Boetang ve ark, 2008).
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1.4. Kollajen Hakkinda Genel Bilgiler

Ekstraselliiler matriks proteinlerinden biri olan kollajen, bag dokunun dogal bir
bilesenidir. Hiicresel davranisa ve immiin cevaba etkisi oldugu bildirilen kollajen
yara iyilesmesinin baslamasindan, yara izinin son halini alisina kadar olan siiregte
onemli bir rol oynamaktadir (Yuan ve ark, 2013). Biyouyumlu ve enzimatik olarak
parcalanabilir bir protein olmasinin yaninda fibroblastlarin sekillenmesinde ve
endotelyal hiicrelerin hasarli dokuya gogiinde etkendir. Kollajen biyomatrisi, bu
polimerin antimikrobiyal 6zellikteki etken maddeler icerebilecek bir dozaj formu
olarak kullanilabilmesi i¢in uygundur. Kollajen kullanilarak iiretilmis FDA onayli
medikal implantlar, jeller, koplikler ve membranlar yara iyilesmesinde
kullanilmaktadir. Bu olumlu 6zelliklerinin yaninda yeniden {iretilebilirliginin zorlugu
ve smirli mekanik 6zellikleri kullanimimi kisitlamakta ya da sentetik bir polimerle
desteklenmesini gerektirmektedir (Boetang ve ark, 2008; Degim 2008; Sargeant ve
ark, 2012).

Farkli kollajen tipleri viicudun farkli bolgelerine yerlesmis durumdadir. Tip I
kollajen, cilt, tendon, vaskiiler baglar, organlar, kemiklerin ana bilesenini
olusturmaktadir. Gozde korneada da bulunmaktadir. Tip II kollajen ise hiyalin
kikirdagin karakteristik bilesenidir. Ek olarak camsi cisimcikte ve omurilik sivisinda
oldugu bilinmektedir. Tip III kollajen retikiiler liflerin ana bilesenidir, cilt ve damar
duvarlarinda da bulunmaktadir. Tip IV kollajen hiicre bazal membraninin en énemli
yapisal bilesenidir. Tip V kollajen tip I kollajen ile birlikte ciger, kornea ve fetal
membranlarda goriiliir. 20'den fazla tipte kollajen tipi agiklanmis olmakla birlikte bu

say1 yapilan arastirmalarla daha da artmaktadir (Gelse ve ark., 2003).
1.4.1. Kollajenin yapisi

Kollajenin yap1 tasi aminoasitlerdir ve bir kollajen zincirinde 1000'den fazla
aminoasit bulunur. Aminoasitler Glisin-Prolin-Y ve Glisin-X-Hidroksiprolin seklinde
tekrar eder ve tripeptid dizileri olustururlar. Buradaki X herhangi bir aminoasidi
ifade eder. Tripeptid dizileri bir eksenin etrafinda sarmal halinde o zincirlerini
olusturur. Ug adet a zinciri de birbirinin etrafinda dénerek kollajenin alt birimi olan

ticli heliks yapiyr olustururlar. Bu alt birimler bosluklar ayn1 hizada olmayacak
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sekilde {ist iiste konumlanirlar. Kollajen lifinin sert, direngli ve esnek yapisi bu

dizilimden kaynaklanir. Bu durum Sekil 6'da agiklanmistir (Khor, 2014).

(A)

(C) 410nrj1

300nm

Sekil 6. Kollajenin yapisi. Amino asit dizisi (A), iiclii heliks yap1 (B) ve heliks
yapilarin bir araya gelmesiyle olusmus zigzag yap1 (C) Gly, glisin; pro, prolin; hyp,
hidroksiprolin olarak ifade edilmistir (Khor, 2014).

Kollajenlerin yapilarina ve molekiiler organizasyonlarina dayanarak; fibril
olusturan kollajenler, fibril iliskili kollajenler, ag olusturan kollajenler, fibril
baglayanlar, trans membran kollajenler, bazal membran kollajenleri ve diger islevlere
sahip kollajenler seklinde siniflandirilma yapilabilmektedir (Gelse ve ark., 2003).
Ornek olarak Tip I kollajen molekiillerinin {ist iiste paralel halde olusturduklari
mikrofibriller bir araya gelerek iic boyutlu fibrilleri meydana getirir. Tekrarlayan
karakteristik uzun ¢ubuksu siralara D-bantlama (D-spacing) denilmektedir. Bahsi
gegen tip 1 kollajene ait fibriler yap1 Sekil 7'de gosterildigi gibidir (Canelén and
Wallace 2016).
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Kollajen Molekiilii
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Sekil 7. Kollajenin fibriler yapisi ve organizasyonu (karakteristik D-bantlar1)
(Canelon and Wallace 2016)

1.4.2. Kollajenin eczacilikta kullanim alanlar

Kollajen, hemostatik etkili olmasi, dokular1 onarici 06zelligi bulunmasi ve
biyouyumlulugu ile cerrahide konvansiyonel yontemlerin yetersiz kaldig1 ya da etkili
olmadig1 yaralarin tedavisinde kullanilabilmektedir. Kejibang Medikal Kolajen

Siinger® (http://www.dmcmedikal.com.tr/kolajen-membran.html, Erisim tarihi: 03

Haziran 2018) ve BoneProtect® Guide (http://dentegris.com.tr/boneprotect-guide-

naturel-kollajen-rezorbe-membran/, Erisim tarihi: 03 Haziran 2018) cerrahide

kullanilan ticari preparatlara orneklerdir. Bunun yaninda hastaliklarin tanisi igin
yapilan goriintillemelerde kollajenden destek alinmasiyla ilgili bir ¢aligma da

mevcuttur (Wahyudi ve ark., 2016).

Kollajen gen¢ deride ag orgilisii halinde dermise yayilmis durumdadir ve
arasinda diger bir bag dokusu bileseni olan elastin iplik¢ikler bulunmaktadir.
Coziinen ve ¢oziinmeyen birimlerden olusan kollajen proteininde, yaslanma arttik¢a
¢oziinmeyen fraksiyonun orami artmaktadir. Bu durumu iyilestirmek amaciyla
piyasada kollajen iceren krem, jel ve intradermal olarak uygulanabilen parenteral

kozmesotik iirlinler mevcuttur (Badilli ve Tarimci, 2016).

Kollajen hematolojik ilaglardan absorbe edilebilir ve diger lokal hemostatikler
farmakolojik grubuna dahildir. Mikrofibriler kolajen hemostat (Avitene™) toz

halinde bulunan kollajenden olusan bir preparattir. Kapiller kanama olan doku
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yiizeyine toz olarak uygulanir. Burada trombositlerin tutulmasini saglar, sirasi ile

tikag ve pihtt meydana gelir (Yaris ve ark., 2009).
1.4.3. Kollajenin ticari preparatlar

Kollajenin tek basina ya da vitamin C, B1, B2, B6, D3, K2, metilsiilfonilmetan,
pantotenik asit, kalsiyum karbonat, kolloidal glimiis, ¢inko siilfat, glukozamin siilfat,
sodyum hiyaliironat, kondroitin siilfat A, gibi ajanlarla, ek olarak Hint giinliik agaci
(Boswellia serrata) ekstresi, Barbados kirazi (Malpighia punicifolia L.) konsantresi,
Kopek giilii (Rosa canina L.) meyve ekstresi, Zerdegal (Curcuma longa L.) kok
ekstresi ile kombinasyonu halinde miistahzarlart mevcuttur (Rx media pharma 2018).

Ped, soliisyon, sprey, tablet ve toz dozaj formlarinda preparatlart mevcuttur (Rx

media pharma 2018).
1.5. Kitozan Hakkinda Genel Bilgiler

Ticari olarak yengeg¢, karides, 1stakoz gibi eklembacakli hayvan kabuklarinin
kimyasal iglemden gecirilmesiyle elde edilen biyoaktif bir polimerdir. Buna ek olarak
bazi bakteri ve mantarlarin hiicre duvarinda bulunan kitinden hareketle de
uretilebilir. Poliglusam ya da deasetilkitin olarak da bilinmektedir. Oral dozaj
sekilleri ve gen tasiyict sistemler de dahil ilag yardimer maddesi olarak kullanilmak
tizere arastirilmaktadir (Gameil ve ark., 2014; Senel, 2014). Obezite ve
hiperkolesterolemiye  karst  hazirlanan  beslenme  destegi  preparatlarinda
kullanilmaktadir (Ylitalo ve ark., 2011; Jull ve ark., 2008). Kitozanin eldesi sekil
8’de sematik olarak gosterilmistir. Kitozanin eldesinde, yikanmis ve ayiklanmis
kabuklarin ekstraksiyonu ile elde edilir. Sonrasinda da elde edilen kisimlarin

deasetilasyonu gergeklestirilir (Sezer, 2006).
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Yikannis ve aviklannug kabuldar

1. Parcalama N NaOH
2. Ogiitme (3 zaat)
(2 kez)

Protein ve lipitlerden anndirilnmg kesim

1. Dumlama

2. W HCI'de
beldetme

CaC0; tin nzaklagtinlmas

Kitin

%4 47 NaOH (1-2 saat)
Eritilmis Ni 110°C

Kitozan (= %80 deasetile)

i kez
—————  teloarlamr

Kitozan (= %090 - 95 deasetile)

Sekil 8. Kitozanin elde edilmesi (Sezer, 2006)

Kitozanin 2 °C - 8 °C'de nem ve 1s1iktan korunarak saklanmasi gerekmektedir (EP 9.0

Chitosan Hydrochloride Monograph).
1.5.1. Kitozanin yapisi ve fiziksel 6zellikleri

Kitozan, birbirine B (1-4) bag ile bagh N-asetil-D-glukozamin ve D-
glukozaminden olusan uzun zincirli bir polisakkarittir. Kitozan kitinin deasetilasyonu
ile elde edilir ve kitinden farkli olarak hidrofilik 6zelliktedir. Yapisindaki D-
glukozamin birimleri nedeniyle pozitif yiike sahiptir (Sezer, 2006; Alpar, 2014).
Deasetilasyon derecesi, molekiil agirligi ve iyonik giicii fizikokimyasal ve biyoaktif
Ozelliklerini etkileyen baslica parametrelerdir. Coziintirliigli deasetilasyon derecesine

(%70-%95) baglidir. Poli-B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-glukoz seklinde
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isimlendirilebilir (Sekil 9) (USP 40-NF 35 Official Monographs / Chitosan; Sezer,
2006; Senel, 2014).

Sekil 9. Kitozanin kimyasal yapisi (USP 40—NF 35 Official Monographs / Chitosan)

Kitozan, beyaz veya kremsi renkte, farkli biiyiikliige sahip, suda az, bazi zayif asit
cozeltilerinde ise kolayca ¢oziinebilen bir biyopolimerdir. Suda ¢oziinebilen tuz ve
tirevleri bulunmaktadir. Asetik asit, laktik, propiyonik ve biitirik asit gibi organik
asitlerde ¢oziinmesine ragmen perklorik, hidroklorik ve nitrik asit gibi mineral
asitlerde kismen, siilfiirik ve fosforik asitte ise hi¢ ¢ézlinmez. Molekiil agirligr 50
Daltondan 1,5 kDa'ya kadar degisebilmektedir. Molekiil agirliginin degiskenlik
gostermesi sebebi ile seyreltik asit ortamda genis viskozite araligina sahiptir (Sezer,

2006; Senel, 2014).
1.5.2. Kitozanin eczacilikta kullanim alanlar1

Kitozan  farmasotik  iirlinlerde  degisik  amaglarla  kullanilmaktadir.
Antikanserojen, immiin sistemi uyarict ve analjezik etkiye sahip oldugu yapilan
caligmalar sonucu bilinmektedir. Ayrica iilser, hiperbilirubinemi ve kolesterol
tedavisinde olumlu sonuglar alinmigtir. Kitozanin timor biiyiimesi ve metastaz
tizerindeki etkileri de arastinlmis ve in-vitro olarak tiimor hiicrelerinin hiicre
proliferasyonunun kitozan ilavesi ile inhibe edildigi bildirilmistir. Kitin ve kitozan
gibi katyonik biyopolimerlerin, hafif alkali ve nétral ortamlarda mukoadhesift 6zellik
gostermesinden  faydalanilarak  antifungal ve antimikotik etki  gosteren

formiilasyonlar elde edilebilecegi bildirilmistir. Bakteriyostatik etkisi de literatiirde
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bildirilmistir. Diisiik molekiil agirlikli kitozan tipleri silia hareketlerini aktive

etmektedir (Sezer, 2006; Senel, 2014).

Yara iyilegsmesinin proliferatif evresinde graniilasyonu arttirdig1 bilinen kitozan
yara ve yaniklarin tedavisinde ve kemik iyilesmesinde kullanilmaktadir (Boetang ve
ark, 2008; Senel, 2014). ilave olarak hemostatik etkisi oldugu bilinmektedir ve bu
durum mukoadezif ozelligine baglanmaktadir (Brown ve ark., 2009). Makrofaj
fonksiyonuna yardim ederek yara iyilesmesini hizlandirdigi bildirilmistir (Sekil 10)

(Paul ve Sharma, 2004).

Kitozan ve tiirevleri, farmasotik amagli olarak gilic ¢Ozlinen ilaglarin
¢Oziiniirliiglinlin  arttirilmast i¢in kati dispersiyonlarin  hazirlanmasinda, tablet
formiilasyonlarinda direkt basim maddesi ve yardimci madde olarak (dolgu maddesi,
adsorban, baglayict ve kaydirict), siirekli etkili graniile hazirlanmasinda, film
kaplamada, kontrollii ilag serbestlestiren preparatlarin (nanotasiyici, boncuk,
mikrosiinger, implant, film vb.) hazirlanmasinda, graniil ve lipozomlarin
kaplanmasinda, hidrojel ve merhem sivagi olarak kullanilmaktadir (Sezer, 2006).
Biyomedikal amagla da pargalanabilen siitliir, ameliyat ve goz bandajlar1 olarak,
yapay deri ve bobrek membranlar1 olarak, sert ve yumusak lens yapiminda, yara ve
yanik Ortli materyali olarak, spesifik protein/enzim absorbsiyonunda, hiicre
kiiltiiriinde, dis hekimliginde ve ortopedide protezlerin hazirlanmasinda, kolestrol
diisiiriici  olarak ve kozmetik sanayinde (cilt ve sa¢ bakimi iiriinlerinde)
kullanilmaktadir (Sezer, 2006). Fizyolojik pH'da c¢oziiniirliigliniin diisiik olmasi
niikleik asit kompleksleri diisiik transfeksiyon gostermesine ragmen diisiik molekiil
agirhikli kitozan ile DNA tasinmasinda da kullanilabilecegi bildirilmistir (Alpar,
2014).
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Sekil 10. Kitozanin yara iyilesmesinde avantajlar1 (Paul ve Sharma, 2004).
1.5.3. Kitozanin ticari preparatlarda kullamim

Kitozanin tek basina ya da vitamin C, Kusdili (Rosmarinus officinalis L.) yaprak
ekstresi, zeytin agaci (Olea europaea L.) yaprak oOziiti ile kombine halde
miistahzarlart mevcuttur. Kapsiil ve tablet dozaj formlarmin igeriklerinde

bulunmaktadir (Rx media pharma 2018).
1.6. Allantoin Hakkinda Genel Bilgiler

Hayvansal ve bitkisel dokularda meydana gelen pilirin metabolizmasinin son
uriiniidir (Braga ve ark., 2012). Allantoin molekiiliinden ilk 1838 yilinda
bahsedilmis ve 70 yili askin siiredir farmasotik, kozmesotik ve kozmetik
preparatlarda kullanilmaktadir (Aratjo ve ark., 2010; Shestopalov ve ark., 2006).
Allantoin plasentada, idrarda ve hamilelerin kan serumlarinda tespit edilebilen ve
hiicre metaboliti olan dogal bir molekiildiir. Dolayisiyla ucuz ve elde edilmesi
kolaydir. Bugday tohumu, tiitiin tohumu ve karakafes koklerinden elde edilenler gibi
bitkisel ya da hayvansal kokenli olabilmektedir (Shestopalov ve ark., 2006; Arakawa
ve Maluf, 2018).
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1.6.1. Allantoinin yapisi ve fiziksel 6zellikleri

(RS)-(2,5-Dioksoimidazolidin-4-il) iire IUPAC isimlendirmesi olup kapali formiilii
C4HsN4O3'tiir. Molekiil agirligi 158.12'dir (Sekil 11) (USP 40-NF 35 Official
Monographs / Allantoin).

o)
o NH
J I D=
N
H,N N N

Sekil 11. Allantoinin kimyasal yapis1 (USP 40—NF 35 Official Monographs /
Allantoin).

Allantoin bir hidantoin halkas1 ve bir tireido grubundan olusmaktadir (Nishinami
ve ark., 2018). Allantoinin sahip oldugu bu kimyasal yap1 ile ortaya ¢ikan protein
agregasyonunu baskilayict 6zelliginden faydalanilarak hiicre kiiltiirii calismalarinda,
hiicre toplamaasamasinda kullanilabilecegi tespit edilmistir (Arakawa ve Maluf,
2018; Nishinami ve ark., 2018).

Allantoin suda ¢oziiniir ve kolayca kristaller olusturur. Alkalin soliisyonlarinda
kararsiz haldedir (Arakawa ve Maluf, 2018).

1.6.2. Allantoinin farmakolojik ozellikleri

Allantoin keratolitik ve penetrasyonu arttiran bir ajandir. Bilesimine girdigi
kombine miistahzarlar cesitli cilt hastaliklarinda kullanilir. Hiicresel proliferasyonu
uyardigindan yara iyilesmesini hizlandirict etkisi gozlenmektedir. Buna ek olarak
deri irritasyonunu azaltici, antimikrobiyal ve anti-iilser etkilerinin oldugu da
literatiirde bildirilmistir (Arakawa ve Maluf, 2018; Muangman, 2011; Ozcelik ve
ark., 2011).

Astrenjan etkisi ile yaralara bagl kanamalarda proteinleri ¢oktiirerek kanamanin
durmasma katki sagladigi bildirilmistir (Yaris ve ark., 2009). Bununla birlikte
yapilan bir calismada allantoinin yara iyilesmesi {izerindeki etki mekanizmasi

arastirilmis olup, doku hasar1 ve oksidatif stresten sorumlu reaktif tiirlerinin
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salinimini onleyerek inflamatuvar hiicrelerin kemotaksisini inhibe etmesi yolu ile
inflamatuvar cevabi diizenledigi 6ne siiriilmiistiir. Ayn1 ¢aligmada deneklerde iyi
sekillenmis kollajen lifleri gozlenmis olup, allantoinin yara iyilesmesi siiresince
fibroblast proliferasyonu ve ekstraselliiler matriks sentezinde etkili oldugu
bildirilmistir. Deney yapilan tim gruplarda yaranin meydana geliginin 14. giiniinden
itibaren kollajen sentezi, degredasyonu ve yeniden yapilanmasi sabit bir diizeyde

kalmistir (Aratjo ve ark., 2010).

Allantoin farmasotik formiilasyonlarda (Septalan®, Alphosyl lotion®) yaklasik
%?2 konsantrasyonda kullanilirken, literatiirde %S5 oranina kadar kullanilmaktadir
(Aratjo ve ark., 2010). Ek olarak Thornton & Ross Ltd firmasma ait Anodesyn
ointment® isimli bir merhem, %0,5 Allantoin ve %0,5 lidokain HCIyi birlikte
icermektedir. Bahsi gecen {irlin antihemoroidal olarak kullanilmaktadir

(https://www.medicines.org.uk/emc/product/4821/smpc, Erisim tarihi: 14.04.2018).

1.6.3. Allantoinin ticari preparatlarda kullanim

Allantoin tek basina ya da heparin sodyum, klorheksidin glukonat, pantenol,
mentol, sodyum hiyaliironat, sodyum kloriir, vitamin C, alfa-tokoferol (E vitamini),
enoksolon, kafur, sogan (Allium cepa L.) ekstresi, avokado (Persea americana Mill.),
asma (Vitis vinifera L.) tohumu, tavsan memesi (Ruscus aculeatus L.), aksam ¢igegi
(Oenothera biennis L.) yagi, Barbados sarisabir1 (Aloe vera L.), cay (Thea sinensis
L.) yaprak ekstresi, dag Okiizgézii (Arnica montana L.) ¢igek ekstresi ile
kombinasyonlar1 mevcuttur. Jel, krem, losyon, kulak damlast ve kopiik formlarinda

preparatlart mevcuttur (Rx media pharma 2018).
1.7. Lidokain HC] Hakkinda Genel Bilgiler

Lignokain olarak da bilinmektedir (Weinberg 2015). Yapisi prokain gibi diger
lokal anesteziklerden farkli oldugundan bunlara alerjisi bulunanlarda kisilerde
kullanim1 tercih edilebilmektedir (Tasar ve Kayaalp, 2009). Lidokainin anneden
fetiise gecis miktar1 yiiksektir ve gebelik kategorisi B'dir (Lee ve Shin, 2017).
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Lidokain ilk kez 1930'lu yillarin baslarinda kesfedilmistir. 1940'l1 yillarda klinik
denemeleri yapilan ve basarili bulunan lidokain, diger lokal anesteziklere gore

tistlinliikleri bulundugu i¢in daha ¢ok tercih edilir hale gelmistir (Gordh, 2010).
1.7.1. Lidokain HCI'nin yapis1 ve fiziksel ozelllikleri

Isimlendirmesi 2-(Dietilamino)-N-(2,6-dimetilfenil)asetamid hidroklorid
monohidrat seklinde olup, kapali formiilii C14H23CIN2O,H20'dur. Molekiil agirlig
288.8'dir (Sekil 12) (EP 9.0 Monographs / Lidocaine Hydrochloride).

CHs
N
\H/\N/\CH3 . HCl , H,0
o L
CHs CHs

Sekil 12. Lidokain HCI’nin kimyasal yapisi (EP 9.0 Monographs / Lidocaine
Hydrochloride)

Beyaz ya da beyaza yakin renkte kristal toz halinde bulunan lidokain HCI suda,

etanolde ve organik solventlerde kolayca ¢oziinebilmektedir (USP29).
1.7.2. Lidokain HCI'nin farmakolojik 6zellikleri

Lokal anestezik olarak migren, bas agris1 ve kanser agrisinda kullanilir. Bu
etkisinden faydalanilmak {izere siklikla enjektabl ve topikal formda {iriinleri
mevcuttur. Yiizeyel anesteziye olanak vermesi, etkisinin daha ¢abuk baslamasi,
dokuda daha iyi yayilmasi, etkisinin daha gii¢lii ve uzun olmasi gibi istiinliikleri de

prokaine gore daha cok tercih edilmesine neden olmustur (Tasar ve Kayaalp, 2009).

Yiizeyel anestezi etkisi elde etmek icin lidokainin %2'lik ve %4'liik soliisyonlar1
tercih edilir. Bir uygulamada kullanilabilecek maksimum lidokain miktar1 390 mg
olarak verilmistir. Glinde maksimum 35 g olacak sekilde cilt ve anorektal bolgedeki
lezyonlar icin %2,5 ve %5'lik merhemler mevcuttur. Postherpetik ndraljiye endike
%5'lik flaster dozaj seklinde {irlinler mevcuttur. %0,5'lik ve %]1'lik soliisyonlar1
infiltrasyon anestezisi i¢in kullanilir. Enjekte edilecek toplam lidokain bir uygulama

icin 45 mg/kg olarak belirlenmistir. Biitlin bolgesel blok sekilleri icin
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kullanilabilmektedir. Sinir blogu i¢in %1'lik soliisyonu 30 mL'ye kadar kullanilabilir.
‘Cluster' bas agris1 igin, ipsilateral burun deligine, 1 mL %4'liik soliisyonunun
sfenopalatin fosa'ya erigebilecek sekilde damlatilmasinin agriyr gegirebilecegi

bildirilmistir (Tasar ve Kayaalp, 2009).

Lidokain ilk olarak lokal anestezik olarak ¢ikarilmasina ragmen, sonrasinda
antiaritmik olarak kullanilan bir ilagtir. Intravendz olarak; kalp cerrahisi, kalp
karakterizasyonu ve akut myokard infarktiisii sirasinda gelisen akut ventrikiiler
aritmilerin Onlenmesinde ve ortadan kaldirilmasinda kullanilmaktadir. Bununla
birlikte atriyum ve AV diigiim kaynakli aritmilere kars1 bir etkisi bulunmamaktadir.

Dar spektrumlu bir antiaritmik ilagtir. (Birincioglu ve Kayaalp, 2009).

Lidokainin antiaritmi etki mekanizmasi incelendiginde spontan diyastolik
depolarizasysonu yavaslattigr goriilir. Bunun sodyum akimini azaltip, potasyum
akimmin artirmasina bagli oldugu disiiniilmektedir. Aksiyon potansiyeline
bakildiginda atriyum miyokardinda degismedigi, purkinje lifleri ve ventrikiiler
miyokardinda belirgin bi¢imde kisaldig1 goriiliir. Yine purkinje liflerinde ve
ventrikiiler periyodunda refraktor periyodu daha az derecede kisalir. Bu sayede
patolojik durumlarda gelisen asenkronizasyon diizeltilebilir. EKG'de QT mesafesinin

kisaldig1 gortilebilir (Birincioglu ve Kayaalp, 2009).

Lidokain oral verilmesini takiben hemen hemen biitiinliyle absorbe olur, fakat
karacigerde %70 ilk gecis metabolizmasina ugrar ve bu nedenle sistemik
biyoyararlanimi sadece %30 diizeylerinde kalir. Lidokain sistemik etki i¢in oral
yoldan kullanildiginda viicutta genis bir alana yayilir ve etkisi kisa siirer. Kalp ilgili
yan etkilerinin az olmasi, intravendz uygulandiginda etkisinin hemen baslamas1 ve
inflizyon kesildiginde kisa zamanda sonlanmasi dozaj esnekligi avantajinin ortaya
¢ikmasina neden olmaktadir. Bu da  antiaritmide sadece parenteral
uygulanabilirliginin olumsuzlugunu azaltmaktadir (Birincioglu ve Kayaalp, 2009).
Sistemik etki i¢in oral yoldan verilmese de oral topikal uygulamalar yapilarak lokal
anestezik etkisinden faydalanabilmek miimkiindiir. Bu amagla konvensiyonel dozaj
formlarina ek olarak lipozoma enkapsiilasyonunun yapilarak etkinliginin

degerlendirildigi bir ¢alisma mevcuttur (Franz-Montan ve ark., 2015).
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1.7.3. Lidokain HCI'nin ticari preparatlarda kullanimi

Lidokain tek basina ya da sefalosporin grubu antibiyotikler, sodyum seskihidrat,
ampisilin sodyum, sulbaktam sodyum, adrenalin, rifamisin sodyum, dekspantenol,
mepiramin maleat, flukortolon pivalat, klorheksidin glukonat, tribenosid, metamizol,
Vitamin B1-B6-B12, ¢inko oksit, glukozamin siilfat, tinidazol, noradrenalin
hidrojentartarat monohidrat, makrogollaurileter, mayis papatyast (Matricaria
chamomilla) tentiiri, polioksi lauril eter; polioksietilendodesileter, prilokain,
metronidazol; mikonazol nitrat, nimesulid, tiyokonazol, naproksen, tribenosid ve
giimiis siilfadiazin ile kombinasyonlar1 mevcuttur. Lidokain jel, krem, flaster, pomad,
vajinal tablet, oviil, spozituvar, sprey dozaj formlarinda ve enjaktabl preparatlarda

kullanilmistir (Rx media pharma 2018).

1.8. Kollajen, Kitozan, Allantoin ve Lidokain HCI'nin Yara Ortiilerinde

Kullanilmalar

Son yillarda yara ortiileri alaninda yapilan ¢alismalarda kollajen ve kitozan yara
lyilesmesine olan katkilarinin da etkisiyle siklikla kullanilan  polimerik
materyallerdendir. Kitozan ile mikropordz kitozan-Ag/ZnO kompozit Ortiilerde
yapilan c¢alismada, siingerimsi kitozan tabaka icerisine nano boyutta Ag/ZnO
yiiklenmistir. Elde edilen bulgulara gore yara oOrtiisliniin antibakteriyel etkisi oldugu
ve cok disiik toksisite goOsterdigi saptanmistir, yara Ortlisii yara iyilesmesini
hizlandirmigtir ve re-epitelizasyonu artirmistir (Lu ve ark., 2017). Baska bir
calismada c¢ift tabakali kitozan formiilasyonlar1 hazirlanmis ve {igiincii derece
yaniklarda formiilasyonun etkinligi arastirilmistir. Yapilan bu ¢alismada ilk kitozan
tabakasi gaz giris ¢ikisina izin veren ve iyl mekanik Ozelliklere sahip bir kitozan
tabakas1 olarak tasarlanirken, ikinci tabaka yaranin geometrisine izin saglayacak
yumusaklikta ve esneklikte formiile edilmistir. Elde edilen bulgulara gore
formiilasyon in-vivo ¢alismalarda iyi tolere edilmistir ve iyi bir doku rejenerasyonu
saglanmistir. Yeni olusan dokuda damarlanma artmis ve ¢alisma sonunda iyilesen
doku esneklik ve estetik olarak yara izi olusmamasi bakimindan hi¢ yara olusmamis
bolgedeki dokuyla ayni goriinlime kavustugu bildirilmistir (Boucard ve ark., 2007).
Tablo 2’de yapilan baska bir ¢alismada bildirilen (Simdes ve ark., 2018) Kkitozan

igeren yara Ortiilerinin etkili olduklar1 bakteriler listelenmistir.
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Tablo 2. Kitozan igeren yara ortiilerinin etkili olduklar1 bakteriler (Simdes ve ark.,
2018).

Dozaj Etkili Oldugu
formu Kullanilan Materyal Bakteri
Membran  Kitozan P. aeruginosa
S. aureus
Kitozan, Bakteriyel seliiloz E. coli
S. aureus

Kitozan, Polipropilen, N-izopropil akrilamid,

Kollajen S. aureus
Kitozan, Ipek lifi E. coli
S. aureus
Kitozan, Serisin E. coli
B. subtilis
Kitozan, Kitozan-Glukan E. coli
K. pneumoniae
. subtilis
. aureus
Kitozan, Aloe vera . coli
. aureus
Hidrojel Kitozan, Agaroz .coli
Koptik Kitozan, B-siklodekstrin polimer . aureus

Kitozan, Polivinil alkol, . coli

Film Kitozan, Polivinilpirolidon, Nanoseliiloz . aureus
. aeruginosa

. coli

B
S
E
S
E
S. aureus
S
E
S
P
Kitozan, Hyaliironik asit E
S

. aureus

Kollajen yara ortiisii ile ilgili caligmalarda siklikla tercih edilen bir polimerdir.
Kollajen ve selillozdan olusan bir yara oOrtlisiine Spilanthes acmella bitkisinden

ekstrakte edilmis analjezik etkili spilanthol, siipek-kritik ¢oziicii ile yiiklenmistir (da
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Silva ve ark., 2018). Baska bir calismada Doksisiklin ve kollajen yiiklii nanofiber {i¢
tabakali yara Ortiisiiniin etkinligi arastirilmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (Tort
ve ark., 2017). Diger bir ¢alismada farkli miktarlarda timol yiiklii kollajen yara
ortiilerinin etkinligi arastirilmis ve timol ilavesinin bakterilerin kollajen yara Ortiisii
tizerinde Dbiyofilm olusturmasini inhibe ettigi tespit edilmistir (Michalska-
Sionkowska ve ark., 2017). Kollajen ve hiyaliironik asitten olusturulmus kopiik
yapida bir yara Ortiisii epidermal biiylime faktorii ve vitamin C tiirevleri
desteklenerek, tam kalinlikta doku hasarlarina olan etkisi arastirilmistir (Niiyama ve

Kuroyanagi, 2014).

Literatiirde kitozan ve kollajen karisimlari ile ilgili yayinlar ve bunlarin yani sira
(Shi ve ark., 2008), kitozan ya da kollajenin baska polimerlerle karisimlarina dair
caligmalar da bulunmaktadir. Bunlara 6rnek olarak aljinat-Kitin/kitozan (Murakami
ve ark., 2010), kitozan—kollajen—jelatin (Gorczyca ve ark., 2014), kitozan /Pluronic
F127 (Romi¢ ve ark., 2016), kollajen-PEG (Sargeant ve ark., 2012) verilebilir.
Yapilan bagka bir ¢aligmada kitozan-polivinil alkol (PVA) - fibroin ile siingerimsi
yapida skafoldlar olusturulmus ve dermal yaralara uygulanmistir. Ayn1 ¢alismada
farkli kombinasyonlar denenerek iyilesmenin kitozan-PVA-fibroin < kitozan-fibroin
< fibroin < PVA-kitozan < kitozan filmleri seklinde azaldigi bildirilmistir (JH ve
ark., 2000). Diger bir ¢calismada kitozan-kollajen-aljinat kombinasyonu gazli bez ve
sadece kitozan uygulanan bir tedavi ile kiyaslanarak tstiin bulunmustur (Xie ve ark.,
2018). Insiilin yiiklii kitozan nanopartikiiller ile kapli polikaprolakton ve kollajenden
olusan yara Ortlisiiniin etkinliginin degerlendirildigi baska bir c¢alismada
formiilasyonun steril gazli beze kiyasla daha etkili oldugu bildirilmistir (Ehterami ve
ark., 2018). Kitozan ve kollajenin birlikte formiile edildigi ve kitozan ve kollajenin
ayri1 ayrt kullanildigi filmler ile yapilan karsilastirmali ¢aligmada yara alaninin
azalmasi karisim filminde %96,25, kollajen filmde %65, kitozan filmde ise %55
olarak olglilmiistiir. Bu oran kontrol grubu igin %33,75 bulunmustur (Ramasamy ve
Shanmugam., 2015).

Lidokainin yara ortiisiine yiiklenmis oldugu calismalar mevcuttur. Bunlardan bir
tanesinde, elektroegirme ile hazirlanan nanofibréz polimerik bir yapi iskelesinden

lidokain ve mupirosin salim profilleri arastirilmistir. ilk bir saat iginde lidokainin
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%80'inin salindig1 (ani salim) sonrasinda salimin sabitlendigi goriilmiistiir (Thakur
ve ark., 2008). Baska bir ¢alismada ¢6ziinmeyen Karboksimetilseliiloz matriksi ile
lidokain yiiklenmis yara ortiisii tasarlanmig olup, lidokainin %90'min ilk 15 dakikada
salindig1 tespit edilmistir (Vinklarkova ve ark., 2017). Diger bir c¢alismada {i¢
tabakal1 yara Ortiisli tasarlanmistir. Deri ile temas eden tabaka makro-pordz polietilen
tereftalat icermekte ve tabakadan lidokain salimi gergeklesmektedir. ikinci ve iigiincii
tabakalarda aljinat ve sentetik viskoz kullanilmis ve diklofenak yiiklenmistir.
Lidokainin hizli salimi, hastaya ilk miidahalede rahatlatic1 etki vermesi bakimindan

uygun bulunmustur (Maver ve ark., 2017).

Literatiirde allantoinin yara iyilesmesi i¢in jel formiilasyonlarinda kullanildig:
calismalar mevcuttur. Silikon tiirevlerinin, heparin, giimiis siilfadiazin, dekspantenol
gibi farkli etken maddelerin kullanildig1 allantoin igeren bu jel formiilasyonlarinin
etkinlikleri siganlar iizerinde denenmis ve olumlu sonuglar elde edilmistir (Durmus
ve ark., 2012; Temiz ve ark., 2009; Karagoz ve ark., 2009; Kim ve ark., 2012;
Muangman 2011). Ek olarak igeriginde allantoin, klorheksidin, dekspantenol bulunan
kitozan jel formiilasyonu (Madrazo-Jiménez ve ark., 2016) ve allantoinin yaninda
taurin iceren bagka bir kitozan jel formiilasyonu da (Alexandrovich ve ark., 2017)

gelistirilmis olup, yara iyilesmesini hizlandirdiklar ve iyilestirdikleri bildirilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Kimyasal Madde, Arag¢ ve Gerecler

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

Allantoin- Sanovel ilag, Tiirkiye (hediye)

Lidokain HCI- Sanovel Ilag, Tiirkiye (hediye)

Kitozan (Molekiil agirligr 100.000-300.000)- Acros Organics, ABD
Kollajen (Collagen from bovine achilles tendon)- Sigma, Almanya
Asetonitril-Merck, Almanya

Glasiyel Asetik Asit- Riedel, Almanya

Sodyum Hidroksit- Riedel, Almanya

Potasyum dihidrojen fosfat- Merck, Almanya

Sodyum klorid- Merck, Almanya

Disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat- Merck, Almanya

Fosforik Asit- JT Baker, ABD

Titrasyon ajan1 (Karl Fischer-Hydranal/Composite 5)-Honeywell, ABD
DMEM- Sigma-Aldrich, ABD

Fetal S1g1r Serumu (FBS)- Gibco, Ingiltere

Penisilin, Streptomisin- Sigma, ABD

L-glutamine- Biological Industries, ABD

Tripsin/0.02 EDTA- Thermo Fisher Scientific, Ingiltere

Dimetilsiilfoksit (DMSO)- Sigma Aldrich, ABD
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3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum bromid (MTT)- Sigma Aldrich,
ABD

2.1.2. Kullanilan arag ve geregler

Hassas terazi- Mettler Toledo / MX5, Mettler Toledo / AX205, Mettler Toledo /
AX504,Mettler Toledo / XP56, ABD

Dijital kumpas- Mitutoyo / CD-15CPX, Almanya
Manyetik karistirici- Heidolph / MR Hei-end, Almanya
Isiticili karistirici- GFL / Shaker water bath, Almanya
Potansiyometrik titratdr- Metrohm / 905 Titrando, Isvigre
Ultrasonik banyo- Bandelin Sonorex / RK 514, Almanya
Calkaliyici- IKA Shaker / Hs501D, ABD

HPLC Sistemi- WATERS Acquity, ABD

HPLC Sistemi- Agilent HP, ABD

Santrifiij cihazi- Sigma 2-16, ingiltere

pH metre- Mettler Toledo/Sevenexcellence, ABD

Etiiv- Binder/FD240, Almanya

Buzdolabi- Bosch, Almanya

Mikropipet- Eppendorf (10-100 uL, 100-1000 uL, 500-5000 uL), Almanya
Filtre- Chromafil/PET-45/25, Almanya

Karl Fischer cihazi- Methrom/901 Titrando, Isvicre
Erime noktasi tayini cihazi- Mettler Toledo/FP90, ABD
Homojenizator- Heidolph/SilentCrusher M, Almanya

FT-IR spektrometre- Perkin ElImer/Spectrum one, ABD
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DSC- TAQ100, ABD

Isik mikroskobu- Olympus SZX7, Japonya

AFM- Ambient AFM/Nanomagnetics Instruments, Tiirkiye
AFM probu- Nanosensors, PPP-NCLR, isvigre
Mikrokalorimetre (TAM IV)- TA Instruments, ABD
Laminar Hava Kabini- Telstar Biovanguard Class I, Japonya
CO2, O Inkibator - Panasonic, MCO-170M-PE, Japonya
Santrifiij- Hitachi CT15E, Japonya

Inverted Mikroskop- Nikon Eclipse Ts2, Japonya
Mikroplaka Okuyucu- BMG Spectrostar, Almanya

2.2. Yontem ve Deneyler

2.2.1. Etken maddelerin fizikokimyasal 6zelliklerinin belirlenmesi
2.2.1.1. Allantoinin ¢oziiniirliigiiniin incelenmesi

Etken maddenin fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisindeki (PBS, pH 7,4) ¢oziiniirliigiiniin
saptanabilmesi i¢in allantoin hammaddesinden bir miktar alinarak kapakli erlene
aktarilmistir. Uzerine segilen ortamdan 25 mL eklenip ve ¢alkalayarak ¢oziinmesi
saglanmistir. Eklenen tiim hammadde ¢oziindiigiinde, ¢oziinmeyecegi duruma kadar

hammadde eklenmeye devam edilmistir ve doygun kosul saglanmistir.

Numune oOnceden 37°C’ye ayarlanmis calkalayicili 1siticiya yerlestirilmistir. Bu
doygun ¢ozeltiden 20 mL’den daha fazla olacak sekilde alinan ¢ozelti 0.45 um PET
filtre ile siiziilmiistiir. Stiziintiiden pipet ile 20 mL alinmistir. Distile su ile 40 mL’ye
seyreltilmistir  (Allantoin Avrupa Farmakopesi miktar tayininde belirtilen
potansiyometrik titrasyon yontemi 1s1ginda, tartim alinarak, 3mg/mL konsantrasyona
yakin konsantrasyonda c¢ozelti hazirlanmas1 hedeflenmistir). Sistemin dengeye
ulastigt andaki konsantrasyon degeri allantoinin ¢Ozlniirliik degeri olarak

saptanmustir (EP 9.0 Allantoin Monograph).
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2.2.1.2. Allantoinin erime noktasinin tayini

Toz etken madde bir ucu kapali kilcal cam boruya doldurularak aletin uygun
boliimiine yerlestirilmistir. Maddenin fiziksel degisim gdstermeye baslayip eridigi

sicaklik, termometreden okunarak saptanmustir.
2.2.1.3. Allantoinin kurutma kayb tayini

Yaklasik 1 g kadar etken madde 105 °C etiivde agirligi sabitleninceye kadar
kurutulmustur (EP 9.0 Allantoin Monograph).

(son tartim-dara)-(ilk tartim-dara)
X

ilk tartim-dara 100

%Kurutma kaybi=

formiilii ile hesaplama yapilmistir (EP 9.0 2.2.32).
2.2.1.4. Allantoinin infrared (IR) spektrumunun incelenmesi

FT-IR spektrometre ile yapilan caligma allantoinin odlglimiinden olusmaktadir.

Yontemde 4000 cm™ ile 650 cm™ arasindaki dalga boyu aralig1 taranmustir.
2.2.1.5. Lidokain HCI’nin ¢oziiniirliigiiniin incelenmesi

Etken maddenin PBS tamponundaki (pH 7,4) ¢oziiniirliigiiniin saptanabilmesi igin
kapakli erlenlere konulan tampon ¢ozeltisi lizerine lidokainin asiris1 konularak 37
°C’deki termostatli calkalayici su banyosu iginde karigtirllmistir. Cesitli zaman
araliklarinda filtre yardimi ile alinan numunelerin konsantrasyonlar1 énceden valide
edilmis HPLC metodu ile tespit edilmistir. Sistemin dengeye ulastigi andaki

konsantrasyon degeri lidokainin ¢oziiniirliik degeri olarak saptanmaistir.
2.2.1.6. Lidokain HCI’nin erime noktasinin tayini

Toz etken madde bir ucu kapali kilcal cam boruya doldurularak aletin uygun
boliimiine yerlestirilmistir. Maddenin fiziksel degisim gostermeye baslayip eridigi

sicaklik, termometreden okunarak saptanmistir.
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2.2.1.7. Lidokain’in su iceriginin tayini
1.0 g lidokain HCI numunesinin su igerigi Karl Fischer cihazi ile tayin edilmistir.
2.2.1.8. Lidokain HCI’nin infrared (IR) spektrumunun incelenmesi

FT-IR spektrometre ile yapilan ¢alisma lidokain HCI’nin 6l¢iimiinden olusmaktadir.

Yontemde 4000 cm™ ile 650 cm™ arasindaki dalga boyu araligi taranmustir.
2.2.2. Polimerlerin 6zelliklerinin belirlenmesi
2.2.2.1 Kitozann infrared (IR) spektrumunun incelenmesi

FT-IR spektrometre ile yapilan ¢alisma Kitozanin o&lgiimiinden olusmaktadir.

Yontemde 4000 cm™ ile 650 cm™ arasindaki dalga boyu aralig1 taranmustir.
2.2.2.2. Kollajenin infrared (IR) spektrumunun incelenmesi

FT-IR spektrometre ile yapilan caligma kollajenin oGlgiimiinden olusmaktadir.

Yontemde 4000 cm™ ile 650 cm™ arasindaki dalga boyu aralig1 taranmustir.
2.2.3. Formiilasyon bilesenleri arasi gecimlilik ¢calismasi

Formiilasyonda kullanilacak etken maddelerin arasinda gegimsizlik olmadigini tespit
etmek amaciyla, diferansiyel taramali kalorimetre (DSC), FT-IR spektrometre ve

mikrokalorimetre cihazlar1 kullanilarak bir ¢calisma yapilmstir.
2.2.3.1. Etken maddeler arasi gecimliligin DSC ile degerlendirilmesi

DSC ile yapilan ¢alisma allantoin, lidokain HCI ve kiitlece esit miktarda allantoin ve
lidokain etken maddelerinden olusan karisim tozlarmnin élgiimiinden olugmaktadir.
Yontem olarak 5 °C/dakika ile 30 °C’den 300 °C’ye 1sitilmis ve 80 ml/dakika azot

gaz1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
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2.2.3.2. Etken maddeler arasi gecimliligin FT-IR spektrometre ile

degerlendirilmesi

FT-IR spektrometre ile yapilan galisma allantoin, lidokain HCI ve kiitlece esit
miktarda allantoin ve lidokain HCI etken maddelerinden olusan karisim tozlarmnin
Ol¢timiinii kapsamaktadir. EK olarak polimer ve etken maddeler arasindaki
gecimliligi degerlendirebilmek adina kitozan, kollajen, allantoin ve lidokain HCI
hammaddelerin olusan toz karisimi1 da FT-IR ile galisilmistir. Yontemde 4000 cm™

ile 650 cm™ arasindaki dalga boyu aralig1 taranmustir.

2.2.3.3. Etken maddeler arasi1 gecimliliZin TAM-1V mikrokalorimetre ile

degerlendirilmesi

Izotermal mikrokalorimetre olan TAM-IV (thermal activity monitor) ile yapilan
calisma, allantoin, lidokain HCI ve kiitlece esit miktarda allantoin ve lidokain HCI
etken maddelerinden olusan karisim tozlarinin 6l¢iimiinden olugsmaktadir. 100 mg
kadar tartilan numuneler 4 mL'lik cam ampullere yerlestirilmistir. 40 °C'de dort giin

boyunca veri toplanmustir.

2.2.3.4. Polimerler ve etken maddeler arasi gecimliligin FT-IR spektrometre ile

degerlendirilmesi

Formiilasyonda kullanilacak polimerler ve etken maddeler arasindaki gegimliligi
degerlendirebilmek adina kitozan-kollajen ve kitozan-kollajen-allantoin-lidokain HCI
hammaddelerinden olusan toz karisimlar1 da FT-IR ile olgiilerek kiyaslanmistir.

Yontemde 4000 cm™ ile 650 cm™ arasindaki dalga boyu aralig1 taranmustir.
2.2.4. Formiilasyon ¢calismalari
2.2.4.1. Onformiilasyon ¢alismalar:

Etken madde yiiklenmeden kitozan ve kollajenden olusan skafoldlarin iiretilmesi
tizerine formiilasyon c¢aligmalarina baglanmistir. Bu asamada skafold hazirlanmasina

yonelik ¢caligmalar incelenmistir.

Kollajen skafoldlarin hazirlanmasi i¢in ilk olarak sigir asil tendonundan elde edilen

kollajen 0,5 M asetik asit ¢ozeltisi iginde derisimi 1 mg/mL olacak sekilde
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¢oziindiiriilmistiir. Bu halde kollajen ¢dzeltide monomer halinde bulunacagindan 1
M NaOH ile damla damla eklemek ve manyetik karistiricida 1000 rpm hizda
karistirmaya devam etmek suretiyle notralizasyonu yapilmistir. Cozelti bu sekilde 8
saat oda sicakliginda karistirilmis ve gozlenmistir. (Yuan ve ark., 2013; Ti ve ark.,
2014; Ravindran ve ark., 2010).

Kollajen c¢ozeltisi ayn1 yontemle hazirlanarak karigtirma asamasinda 4 °C su
banyosuna almmistir. Bu sekilde 1000 rpm hizda manyetik karistiricida
karistirilmistir. Bir baska yontem olarak kollajen ¢ozeltisi 4 °C'de 24 saat
karistirlldiktan  sonra partikiilleri siispande etmek amaciyla homojenizator

kullanilmustir (Caliari ve ark., 2011).

Kitozan skafoldlarin hazirlanmasi i¢in molekiil agirligi 100.00-300.000 arasinda olan
toz halindeki kitozan tercih edilmistir. Kitozan 0,5 M asetik asit ¢Ozeltisi i¢inde
derisimi 1 mg/mL olacak sekilde ¢oziindiirilmistiir. Bu halde kitozan ¢ozeltide
monomer halinde bulunacagindan 1 M NaOH ile damla damla eklemek ve manyetik
karistiricida 1000 rpm hizda karistirmaya devam etmek suretiyle noétralizasyonu
yapilmistir. Cozelti bu sekilde 8 saat oda sicakliginda karistirilmis ve gozlenmistir
(Ti ve ark., 2014; Ravindran ve ark., 2010). Kitozan ¢6zeltisi i¢in ndtralizasyon
islemi ¢6zelti pH's1 sirasiyla 4,0, 6,0 ve 7,4 olacak sekilde damla damla 1 M NaOH

eklenmesi suretiyle gergeklestirilmistir (Humberto ve ark., 2015).

Kollajen/kitozan skafoldlarin hazirlanmasi i¢in polimerler 0,5 M asetik asit ¢ozeltisi
icinde derisimi 1 mg/mL olacak sekilde ¢oziindiiriilmiistir. Bu halde kollajen
¢ozeltide monomer halinde bulunacagindan 1 M NaOH ile damla damla eklemek ve
manyetik karigtirictda 1000 rpm hizda karistirmaya devam etmek suretiyle
nodtralizasyonu yapilmistir. Cozeltilerin  ayr1  ayri1  hazirlanmasinda uygulanan
yontemler, 0,5 M asetik asitte birlikte ¢ozlinmesi saglanmis polimer ¢ozeltisinde de
uygulanmis olup, c¢ozeltilerin ayr1 ayr1 hazirlanip istenilen hacimsel oranlarda
karistirilmasi ile son ¢ozeltinin elde edildigi ¢alismalar yapilmistir (Yuan ve ark.,
2013; Ti ve ark., 2014; Ravindran ve ark., 2010).

Bahsi gecen hazirlama yontemleri 10 mg/mL polimer konsantrasyonu ile tekrar

edilmis olup 25 °C oda sicakligi, 60 °C etiiv ve 30 °C etiiv kosullarinda 4 mL
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polimer ¢dzeltisi ortalama 10 mm? kadar alana sahip skafold kaliplarma dokiilmiis
cozeltilerin kuruma Ozellikleri gozlemlenmistir. Ek olarak ndtralizasyon islemi
gergeklestirilmeden polimer soliisyonlar1 hazirlanarak degerlendirmeler yapilmistir.
Kitozan ¢o6zeltisi hazirliginda, kitozan hazirligina gére uzun siiren ve daha fazla
zaman alan kollajen ¢ozeltisi ¢oziinme kosulu da denenmis olup, tretimde iki

polimer i¢in tek ¢ozelti hazirlig1 degerlendirilmistir.

On formiilasyon ¢alismalarinda hazirlanan formiilasyonlar Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3. On formiilasyon ¢aligmalar kapsaminda hazirlanan formiilasyonlar1 gsteren tablo

Kollai Kit Kollajen Kitozan Kurutma
. orajen Jrozan Kitozan/Kollajen | Cozeltisi Cozeltisi Kollajen Kitozan s Sicakhigi | Kurutma
Formiilasyon Cozeltisi Cozeltisi . . e Homojenizator .
Numarasi1 | Konsantrasyonu | Konsantrasyonu Oram Karistirma | - Karistirma Cozeltisi Cozeltisi Kullanimi Ve surest
(mg/mL) (mg/mL) (h/h) Siiresi ve Siiresi ve Notralizasyon | Notralizasyon Ku rutma (saat)
Sicakhigr Sicakhigr Sekli
1 100/0 55 o
2 90/10
F1 [ 3 1 1 70/30 72saat | 24 saat pH:7,4 OH:7.4 ~ oda 72
7 50/50 25°C 25°C kosulu
5 0/100
1 100/0 55 o
2 90/10
2 [ 3 1 1 70/30 48 saal | 24 saat pH:7,4 OH:7.4 ~ oda 72
4 50/50 4°C 25°C kosulu
5 0/100
1 100/0
2 90/10
48 saat 24 saat 60 °C
F3 j 1 1 ;ggg 4°C 25 oC pH:7,4 pH:7,4 _ ety 72
5 0/100
1 100/0
2 90/10
4 [ 3 1 1 70/30 42 s 2245333t DH:7.4 pH:7,4 ~ B°c |,
5 0/100
1 100/0
2 90/10
F5 [ 3 1 10 70/30 42 igat 2241533? oH:7.4 pH:7.4 ~ 0°C |,
5 0/100
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Tablo 3. On formiilasyon ¢alismalar1 kapsaminda hazirlanan formiilasyonlar1 gsteren tablo (devam)

Kollajen Kitozan _ _ Kollajen Kitozan ' _ Kurutma
Formiilasyon Cozeltisi Czeltisi Kitozan/Kollajen | Cozeltisi Cozeltisi Kollajen Kitozan Homojenizator Sicakh@r | Kurutma
N K trasvonu | Konsantr n Oram Kanstirma | Karistirma Cozeltisi Cozeltisi Kull ve siiresi
umarasi onsantrasyonu | Konsantrasyonu L . e w ullanim
(mg/mL) (mg/mL) (h/nh) Siiresi ve Siiresi ve Notralizasyon | Notralizasyon Ku rutma (saat)
Sicakhigr Sicakhigr Sekli
1 100/0
2 90/10
F6 [ 3 10 10 70/30 48 saat | 2 saat oH:7,4 pH:4,0 B 30 °C
z 50/50 4°C 25°C etiiv 12
5 0/100
1 100/0
2 90/10 L
24 saat 2 saat ) _ Homojenizator o
F7 i 10 10 ;8;28 4o 55 oC pH:7,4 pH:6,0 B 30°C 1
etuv
5 0/100
1 100/0
2 90/10 L
24 saat 2 saat . _ Homojenizator o
P2 10 10 L 4°C | 25°C PH:6,0 pH:6,0 kallanlar | 20°C | 12
etuv
5 0/100
1 100/0
2 90710 24 saat 2 saat Notralizasyon | Notralizasyon | Homojenizator o
FO [ 3 10 10 70/30 > X 30 °C
7 50/50 4°C 25°C yapilmadi yapilmadi kullanild: etiiy 12
5 0/100
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2.2.4.2. Formiilasyon calismalari

Karakterizasyon calismalarina, 6n formiilasyon g¢alismalari ile optimize edilen ve

Tablo 4' de verilmis olan F10 numarali formiilasyon ile devam edilmistir.
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Tablo 4. Etken madde yiiklenmemis formiilasyonlar

Formiilasyon tablosu

Polimer (Kitozan-Kollajen)

Kitozan/Kollajen

Kitozan-Kollajen

Kurutma Siiresi,

Formiilasyon Homojenizator
Cozeltisi Konsantrasyonu Oram Cozeltisi Karistirma Notralizasyon Sicakhig1 ve
Numarasi kullanim
(mg/mL) (a/a) Siiresi ve Sicakhigi Kurutma Sekli
F10-1 100/0
F10-2 90/10
Homojenizator
F10-3 10 70/30 pH:6,0 12 saat, 30 °C
24 saat 4 °C kullanild1
F10-4 50/50 etiiv
F10-5 0/100
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2.2.4.2.1. Formiilasyona etken maddelerin yiiklenmesi

Allantoin ve lidokain HCI etken maddeleri polimerlerin 0,5 M asetik asitte
¢oziindiiriilmesi asamasinda eklenmis olup, 1000 rpm hizda manyetik karistirici ile
¢oOzelti icinde ¢okelti goriinmeyene kadar ¢ozlindiiriilmistiir. Yiikkleme dozu 100 mg
polimere 5 mg allantoin ve 5 mg lidokain HCI tekabiil edecek sekilde belirlenmistir.

Karakterizasyonu yapilmak tizere hazirlanan formiilasyon Tablo 5' te verilmistir.
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Tablo 5. Etken madde yiiklenmis formiilasyon tablosu

Formiilasyon tablosu

Etken Madde

Polimer (Kitozan-

Kitozan/Kollajen

Kitozan-Kollajen

Kurutma Siiresi,

Formiilasyon Yiikleme Miktar1 Kollajen) Cozeltisi Homojenizator
. . Orani Cozeltisi Karistirma | Notralizasyon Sicakhg ve
Numarasi (Polimer/ Her bir Konsantrasyonu kullamim
(a/a) Siiresi ve Sicaklig Kurutma Sekli
Etken Madde (a/a)) (mg/mL)
F11-1 100/0
F11-2 90/10 Homojenizator
100/5 10 pH:6,0 12 saat, 30 °C
F11-3 70/30 24 saat 4 °C kullanild1
etiv
F11-4 50/50

59




2.2.5. Formiilasyonun karakterizasyonu icin yapilan calismalar
2.2.5.1. Etken madde yiiklenmemis skafoldlarin karakterizasyonu
2.2.5.1.1. Skafoldlarin kalinhklarinin tayini

Skafoldlarin kalinligi Mitutoyo / CD-15CPX marka dijital kumpas kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
Skafoldlar en az 3 ayr1 kenardan 6lgiilerek, 6l¢iimlerin ortalamasi alinmistir. Her bir seri i¢in

test 3 kez tekrarlanmis ve degerlerin ortalamasi hesaplanmistir.
2.2.5.1.2. Skafoldlarin FT-IR spektrometre ile degerlendirilmesi

Formiilasyonlar Perkin Elmer / Spectrum one marka FT-IRkullanilarak analiz edilmistir.

Yontemde 4000 cm™ ile 650 cm™ arasindaki dalga boyu aralig1 taranmustir.
2.2.5.1.3. Skafoldlarin fiziksel goriiniimiiniin optik mikroskop ile degerlendirilmesi

Numune yiizeylerinde makroskobik degerlendirilmesi igin dijital kameraya baglanmis

(Olympus C-5060) optik mikroskop (Olympus SZX7) kullanilmstir.
2.2.5.1.4. Skafoldlarin atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile karakterizasyonu

Cok yiiksek ¢ozliniirliiklii bir taramali kuvvet mikroskobu olan AFM, nano boyutta 6rneklerin
yiiksek c¢oziiniirliikkte goriintiillenmesi ve analizi en gelismis araglardan biridir. Bu projede
filmlerin 3 boyutlu (3B) topografik o6zellikleri AFM ile dinamik modda (tapping modu)

karakterize edilmistir.

Analizler i¢in Ambient AFM™ (Nanomagnetics Instruments) kullanilmistir. AFM
goriintiilemelerinde, PPP-NCLR problar1 kullanilmistir. Bu problarin rezonans frekansi 146 —
236 kHz arasinda, kuvvet sabiti ise 21 — 98 N/m arasindadir. Goriintiillemede tarama hizi 1-3
Hz olarak ayarlanmistir. Goériintiiler, Image Analyzer v1.5 (Nanomagnetics Instruments)

programi kullanilarak analiz edilmistir.

Calismada, her bir filmin en az 3 farkli bolgesi incelenerek sonuclar degerlendirilmistir. Tiim
goriintiiler 5 pm x 5 pm boyutlarinda alinmistir. Goriintiileme 6ncesi filmler, yiizeydeki asetik

asit kalintilarin1 gidermek amaciyla distile su ile yikanmis ve etiivde 30 °C’de kurutulmustur.
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2.2.5.1.5. Skafoldlarin sisme ozelliklerinin degerlendirilmesi

PBS tamponu (pH:7,4) ile 25 °C (oda sicakligl) kosulunda g¢alisilmistir. Her birine 10 mL
PBS ilave edilen kapakli erlenlere yaklasik esit boyutlarda ve agirlikta olacak sekilde kare
seklinde skafoldlar kesilerek konulmus ve inkiibasyona birakilmistir. Belirli periyotlarda
erlenlerden ¢ikarilan skafoldlarin fazla sular siizge¢ kagidina emdirilmis ve tarttim alinmstir.

Bu tartimlar sisme verilerinin hesaplanabilmesi igin kayit edilmistir (Ti ve ark., 2014).

Elde edilen sonuglar, kuru haldeki filmler ile asagidaki esitlik kullanilarak karsilastirilmistir:

_ Wie)-Wi(i)

1
W) 00

Burada $M, filmlerdeki sisme miktari, Wt(i), filmin kuru haldeki agirligi, Wt(e) ise filmin
denge haline gelinceye kadar sismesi sonrast bulunan agirligidir. Bu testte kullanilan

orneklerin ayn1 kalinlikta olmasina dikkat edilmistir (Sargeant ve ark., 2012).
2.2.5.1.6. Skafoldlarin hidrolitik degradasyon ozelliklerinin degerlendirilmesi

PBS Tamponu (pH:7,4) hazirlanmistir. Su banyosu 37 °C'ye isitilmigtir. Her birine 10 mL
PBS ilave edilen ve 37 °C'ye 1sitilan kapakli erlenlere yaklasik esit boyutlarda ve kare
seklinde skafoldlar kesilerek konulmus ve inkiibasyona birakilmistir. Belirli zaman
araliklarinda erlenlerden c¢ikarilan skafoldlar distile su ile yikanmistir. Fazla sulari siizgeg
kagidina emdirilmistir. 24 saat ¢eker ocakta kurutulan skafoldlar tekrar tartilmistir. Bu
tartimlar da degradasyon verilerinin hesaplanmasi i¢in kayit edilmistir (Sargeant ve ark.,
2012).

2.2.5.1.7. Skafoldlarin in-vitro kollajenaz degradasyon ézelliklerinin degerlendirilmesi

PBS tamponu (pH:7,4) hazirlanmistir. Su banyosu 37 °C'ye 1sitilmistir. Her birine 60 ul kadar
1 mg/mL konsantrasyonuna sahip kollajenaz soliisyonu iceren 5 mL PBS ilave edilen ve 37
°C'ye 1sitilan kapakli erlenlere yaklasik esit agirlikta ve boyutlarda kare seklinde skafoldlar
kesilerek konulmustur. Skafoldlar bu sekilde inkiibasyona birakilmistir. Belirli zaman
araliklarinda erlenlerden ¢ikarilan skafoldlar distile su ile yikanmistir. Skafoldlarin fazla sulari
stizge¢ kagidina emdirilmistir. Ceker ocakta kurutulan skafoldlar tekrar tartilmistir. Bu
tartimlar da degradasyon verilerinin hesaplanmasi i¢in kayit edilmistir. Son agirliklar ilk

agirliklara oranlanmistir (Ti ve ark., 2014).
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2.2.5.2. Etken madde yiiklenmis skafoldlarin karakterizasyonu
2.2.5.2.1. Skafoldlarin FT-IR spektrometre ile degerlendirilmesi

Formiilasyonlar FT-IR ile olgiilerek kiyaslanmistir. Yéntemde 4000 cm™ ile 650 cm™

arasindaki dalga boyu aralig1 taranmustir.
2.2.5.2.2. Skafoldlara ilag¢ yiikleme etkenliginin degerlendirilmesi

Allantoin ve lidokain HCI yiiklenmis skafoldlarda yiikleme dozunun saptanabilmesi i¢in 10
mg allantoin ve 10 mg lidokain HCI yiiklenmis kitozan-kollajen skafold alinmistir. Skafold
kesilerek kii¢iik parcalar haline getirilmistir. Pargalarin tamami 10 mL’lik balon jojeye
aktarilmigtir. Uzerine birkag damla glasiyel asetik asit damlatilmigtir. Balon jojede, asagida
bilesimi verilen seyreltme c¢ozeltisiyle hacmine tamamlanmistir. ~60 dakika calkalayicida
karigtirtlmistir. 7800 rpm’de 15 dakika santrifiij islemi yapildiktan sonra HPLC 6rnek sisesine

alinmis ve enjeksiyona hazirlanmistir.

Allantoin ve lidokain HCI standart ¢6zeltisi: ~ 50 mg allantoin ve ~ 50 mg lidokain HCI, 50
mL’lik balon jojeye tartilmistir. Seyreltme ¢ozeltisi ile hacmine tamamlanmistir. 20 dakika

650 devirde manyetik karistiricida karistirilmastir.
Hesaplamalar asagidaki esitlik kullanilarak yapilmistir.

Standart ¢ozeltisi konsantrasyonu (Cstd) hesab1 (USP <621> Chromatography):

W, .
Cstd (Allantoin/Lidokain) = [ \;td X Potens x Seyreltme Faktori ]

Wsig = Standart tartimi ( mg)
Potens = Allantoin ¢alisma standardinin potensi (as-is degeri lizerinden)

V = Hacim

A TA x C
Miktar tayini (mgAIIantoin-Lidokain)=|:( rest / Asia) S“’} X W,

WTest / V
Atest = Test ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki Allantoin/Lidokain pik alani
Asqg = Standart ¢ozeltisinden elde edilen kromatogramdaki Allantoin/Lidokain pik alani
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Cstd = Standart ¢ozeltisinde Allantoin/Lidokain konsantrasyonu (mg/mL)
Wrest = Skafolda yiiklenmek tizere tartilan etken madde agirligi (mg)

\Y = Seyreltme hacmi

Wort = Skafoldta bulunan teorik etken madde miktari

2.2.5.2.3. Analitik yontem validasyonu

Valide edilecek analitik yontemlerin performans parametreleri USP<1225> Validation of
Compendial Methods, ICH Q2R1 Validation of Analytical Procedures; Text and
Methodology rehberlerinde belirtilmistir.

Kromatografik kosullar ve hareketli faz ve seyreltme ¢ozeltileri hazirliklar1 asagidaki gibidir:

Kromatografik Kosullar
Kolon . Inertsil ODS-4, 250 mm x 4.6 mm, Spm
Akis hizi : 1 ml/ dak.

Tayin dalgaboyu - UV, 220 nm

Enjeksiyon hacmi  : 5 uL

Kolon sicakligi 140 °C
Tray sicakligi :25°C
Analiz siiresi :12 dakika

Hareketli faz ¢ozeltisi hazirligi: 6,8 g potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) 980 mL suda
¢ozilir. 1 M fosforik asit (HsPO4) ile pH 3,0’a ayarlanir ve distile su ile 1 L’ye tamamlanur.

Karisim, 0.2 pum membran filtreden siiziilerek bir siire degaze edilir. Hazirlanan bu tampon

ACN (Asetonitril) ile 80:20 oraninda karistirtlir.

Seyreltme ¢ozeltisi hazirhigr: PBS ortami: 2,3 g disodyum hidrojen fosfat dodekahidrat, 0,19 g
potasyum dihidrojen fosfat ve 8 g sodyum klorid tartilir ve 1000 mL’ye distile su ile

tamamlanir. Cozeltinin pH’s1 fosforik asit ile 7,4’e ayarlanir.
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2.2.5.2.3.1. Spesifiklik
2.2.5.2.3.1.1. Pik tanimlamasi, blank ve plasebo etkisi

Spesifiklik kapsaminda, analiz edilecek maddenin matris etkisini ve katki maddelerini de
iceren halde, {irlin i¢inde kesin olarak tayin edilebilirligi 6l¢iiliir. Analizi gergeklestirilen kor
cozelti (blank c¢ozeltisi), plasebo ¢ozeltisi, referans ¢ozelti (standart ¢ozeltisi) ve test
¢ozeltisinden elde edilen kromatogramlar degerlendirilir ve pikler belirlenir. Bu kapsamda
¢oziicli ve plasebo kromatograminda etken madde alikonma zamaninda gelen herhangi bir pik

gozlenmemelidir. Etken madde piki saf olmalidir (Purity angle < Purity threshold).
2.2.5.2.3.1.2. Tasinma etkisi

Tasinma (carry-over), metot gelistirme c¢alismalar1 sirasinda tanimlanmali ve minimize
edilmelidir. Validasyon esnasinda tasinma etkisi, test ¢ozeltisinin ardindan enjekte edilen
blank ¢ozeltileri ile tayin edilir. Standart ¢ozeltisinden 6 adet vial hazirlanmistir. Her standart
¢ozeltisi enjeksiyonunun ardindan blank ¢ozeltisi enjekte edilerek tasinma (carry-over)
miktarina bakilmigtir (6 adet standart ¢ozeltisi enjeksiyonu ve 6 adet blank c¢ozeltisi
enjeksiyonu  olacak  sekilde ¢alisma  gerceklestirilmistir). Bu kapsamda blank

enjeksiyonundaki taginma (carry-over) etken maddenin alan olarak % 1’ini gegmemelidir.
2.2.5.2.3.2. Sistem uygunluk

Sistem uygunlugu testleri, analitik yontemlerin dogru ve kesin sonuglar vermesine katkida
bulunan spesifik testlerdir. Sistem uygunluk testi, birgok analitik metodun ana testlerinden
birisidir. Bu testlerin prosediirleri, ekipmana, uygulanan test prosediirlerine ve analiz edilecek
maddeye bagli olarak hazirlanmali ve degerlendirilmelidir. Sistem uygunluk test
parametreleri, analiz edilecek maddenin yapisina, valide edilen analitik yonteme bagli olarak
hazirlanmali ve degerlendirilmelidir. Analiz yonteminde tarif edildigi sekilde standart
cozeltisi hazirlanmisgtir ve pes pese 6 enjeksiyon yapilmistir. Her enjeksiyona ait alan
degerleri belirlenmistir. Sonuglarin ortalamasi, standart sapma (SS) ve rolatif standart sapma

(RSS) hesaplanmistir. Alt1 ardisik enjeksiyon i¢in RSS degeri % 2,0’dan biiyiik olmamalidir.
2.2.5.2.3.3. Tespit limiti (LOD, Limit of detection)

Ornekteki bilesenin dogru ve giivenilir sekilde teshis edilebilen en diisiik konsantrasyonudur.
Bu miktarin ger¢ek deger olarak belirlenmesi gerekmez. Diisiik konsantrasyonlarda allantoin

ve lidokain HCI igeren ¢6zelti hazirlanarak 3 adet enjeksiyon yapilmistir ve sinyal / giiriiltii
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oran1 > 3,0 olan ¢dzelti konsantrasyonu tespit seviyesi olarak belirlenmistir. Ornek
kromatograminda elde edilen sinyalin, blank kromatogramindaki giiriiltiiye oraninin en az 3,0

olmasi gerekmektedir (sinyal / giiriiltii > 3,0).
2.2.5.2.3.4. Hesaplanabilirlik limiti (LOQ, Limit of quantitation)

Ornekteki bilesenin dogru ve giivenilir sekilde hesaplanabilen en diisiik konsantrasyonudur.
Diisiik konsantrasyonlarda allantoin ve lidokain HCI i¢eren ¢6zelti hazirlanarak 6 kez enjekte
edilmistir ve sinyal / giiriiltii oran1 > 10,0 olan ¢6zelti konsantrasyonu hesaplanabilirlik
seviyesi olarak belirlenmistir. Test kromatograminda elde edilen sinyalin blank
kromatogramindaki giiriiltiiye oraninin en az 10,0 olmasi gerekmektedir (sinyal/giiriiltii >

10,0).
2.2.5.2.3.5. Dogrusallik

Analitik yontemin dogrusalligi demek, belirlenen aralikta elde edilen test sonuglarinin
numune igindeki etken madde konsantrasyonuyla dogru orantiya sahip olmasidir. Calisma
derisiminin % 70 ile % 120 seviyesi aralifinda olacak sekilde, 5 ayr1 konsantrasyonda
standart ¢ozeltisi hazirlanarak analiz edilmis ve dedektor yanitina gore derisim / alan grafigi
cizilerek kabul kriterine uygunlugu test edilmistir. Standart stok ¢ozeltisinden seyreltilerek
hazirlanan farkli konsantrasyondaki allantoin ve lidokain HCI igeren ¢ozeltilerin HPLC

sistemindeki alanlarindan hareketle standart egrisi ve denklemi olusturulmustur.

Standart Stok Cozeltisi: Allantoin ve Lidokain ¢alisma standardindan ayr1 ayr1 50°ser mg 25
mL’lik balon jojeye tartilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle hacmine tamamlanmistir. ~20 dakika

650 devirde manyetik karistiricida karigtirilmastir.
(C atantoin= 2,0 mg/mL C Lidokain = 2,0 mg/mL)

Standart ¢ozelti 1 (% 70’lik): Standart stok ¢ozeltisinden 3,5 mL pipet ile alimip, 10 mL’lik
balon jojeye aktarilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle hacmine tamamlanmis ve c¢alkalanmistir.
Standart ¢ozeltisi, 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona

hazirlanmstir.
(C Attantoin= 0,7 mg/mL C Lidokain = 0,7 mg/mL)

Standart ¢ozelti 2 (% 80’lik): Standart stok ¢ozeltisinden 4.0 mL pipet ile alinmis, 10 mL’lik

balon jojeye aktarilmistir. Seyreltme cozeltisiyle hacmine tamamlanmis ve g¢alkalanmistir.
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Standart ¢ozeltisi, 0,45 pum filtreden siiziilerek HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona

hazirlanmstir.
(C Allantoin= 0,8 mg/mL C Lidokain=10,8 mg/m L)

Standart ¢ozelti 3 (% 90’lik): Standart stok ¢ozeltisinden 4,5 mL pipet ile alinmis, 10 mL’lik
balon jojeye aktarilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle hacmine tamamlanmis ve calkalanmustir.
Standart ¢ozeltisi, 0,45 pm filtreden siiziilerek HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona

hazirlanmstir.
(C anantoin= 0,9 mg/mL C Lidokain = 0,9 mg/mL)

Standart ¢ozelti 4 (% 100°lik): Standart stok ¢ozeltisinden 5,0 mL pipet ile alinmis, 10 mL’lik
balon jojeye aktarilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle hacmine tamamlanmis ve calkalanmistir.
Standart ¢ozeltisi, 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona

hazirlanmistir.
(C antantoin= 1,0 mg/mL C Lidokain = 1,0 mg/mL)

Standart ¢ozelti 5 (% 120’lik): Standart stok ¢ozeltisinden 3,0 mL pipet ile alinmis, 5 mL’lik
balon jojeye aktarilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle hacmine tamamlanmis ve calkalanmistir.
Standart ¢ozeltisi, 0,45 um filtreden siiziilerek HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona

hazirlanmstir.

(C Attantoin= 1,2 mg/mL C Lidokain= 1,2 mg/mL)
Bu kapsamda;

R? >0.996

Rezidiiel Standart Sapma
%100 liik StandartAlani

Relatif rezidiiel standart sapma = x 100 <% 3,0

Tkesim x100 < % 2,0
%0100'lUk Std alan1

sartlar1 saglanmalidir.

Burada rezidiiel kavrami, ongoriilen ile gozlenen deger arasindaki farki tanimlamaktadir.

Ykesim 1s€ elde edilen dogrunun y eksenini kestigi noktayi ifade etmektedir.
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2.2.5.2.3.6. Uygulama arahg

Bir analitik yontemin araligi dogrusallik calismalarindan olusturulur. Uygun dogrusallik,
dogruluk ve kesinlige sahip bir yontem ile tayin edilen bilesenin alt ve {ist konsantrasyonlari
arasindaki aralik olarak tarif edilir. Dogrusallik ¢aligmasinin alt ve {ist derisimindeki (% 70 ile
% 120) cozeltilerden 6 defa enjeksiyon yapilmis ve kabul kriterine uygunlugu kontrol
edilmistir. Bu kapsamda RSS < % 2,0 olmalidur.

2.2.5.2.3.7. Dogruluk ve geri elde edilebilirlik

Analitik yontemin dogrulugu, 6rnek igindeki analizi yapilacak olan maddenin derisimi ile
analiz neticesi bulunan derisiminin birbiriyle uygunlugu olarak ifade edilir. Calisma
konsantrasyonunun % 70, % 100 ve % 130’unu igeren ii¢ tane paralel numune hazirlanip
analiz edilmis ve kabul kriterlerine uygun olup olmadig: kontrol edilmistir. Tek tek sonuglar,

SS ve RSS hesaplanmustir.

Test ¢ozeltisi (% 70°lik seviye): ~7 mg allantoin ve ~7 mg lidokain HCI standardi ve ~ 200
mg allantoin ve lidokain HCI icermeyen skafold plasebosu 10 mL’lik balon jojeye tartilmistir.
Uzerine birka¢ damla glasiyel asetik asit damlatilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle hacmine
tamamlanmigtir. ~60 dakika manyetik karistiricida karistirilmistir. 7800 rpmde 15 dk santrifiij

islemi yapildiktan sonra HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona hazirlanmstir.
(C Attantoin= 0,7 mg/mL C Lidokain = 0,7 mg/mL)

Test ¢ozeltisi (% 100’1k seviye): ~10 mg allantoin ve ~10 mg lidokain HCI standardi ve ~
200 mg allantoin ve lidokain HCI igermeyen skafold plasebosu 10 mL’lik balon jojeye
tartilmistir. Uzerine birkag damla glasiyel asetik asit damlatilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle
hacmine tamamlanmistir. ~60 dakika manyetik karistiricida karistirilmistir. 7800 rpmde 15 dk

santrifiij islemi yapildiktan sonra HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona hazirlanmistir.
(C Attantoin= 1,0 mg/mL C Lidokain = 1,0 mg/mL)

Test ¢ozeltisi (% 130’luk seviye): ~13 mg allantoin ve ~13 mg lidokain HCI standardi ve ~
200 mg allantoin ve lidokain HCI igermeyen skafold plasebosu 10 mL’lik balon jojeye
tartilmistir. Uzerine birkag damla glasiyel asetik asit damlatilmistir. Seyreltme ¢ozeltisiyle
hacmine tamamlanmistir. ~60 dakika manyetik karigtiricida karigtirilmistir. 7800 rpmde 15 dk

santrifiij islemi yapildiktan sonra HPLC 6rnek sisesine alinmis ve enjeksiyona hazirlanmistir.
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(C anantoin= 1,3 mg/mL C Lidokain = 1,3 mg/mL)

Bu kapsamda her bir seviye i¢in allantoin ve lidokain HCI geri kazanimi % 97,0 - % 103,0
arasinda olmalidir. Her bir seviye icin elde edilen geri kazanimlarin ortalama, SS ve RSS

degerleri raporlanmalidir.
2.2.5.2.3.8. Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, homojen haldeki tek drnekten yapilan ardisik numunelemelerden
elde edilmis ol¢tim serilerinin uygunluk yakmligi (saginim derecesi) olarak ifade edilir.
Kesinlik parametresi, homojen numune ile yapilmalidir. Eger homojen numune

bulunamiyorsa suni olarak hazirlanmalidir.
2.2.5.2.3.8.1. Sistem kesinligi (tekrar edilebilirlik)

Sistem kesinligi ayni1 ¢alisma sartlar1 altinda ve kisa zaman dilimi i¢inde uygulanir. Sistem
kesinligi, numune hazirligi kaynakli ortaya ¢ikabilecek hatalardan ayri olarak sistemin
performansinin 6l¢iilmesine dayali bir parametredir. Analiz yonteminde tarif edildigi sekilde
standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve pes pese 6 enjeksiyon yapilmistir. Her enjeksiyona ait alan
degerleri belirlenmistir. Sonuglarin ortalamasi, standart sapma (SS) ve rolatif standart sapma
(RSS) hesaplanmistir. Bu kapsamda alt1 ardigik enjeksiyon i¢in RSS degeri % 2,0’dan biiyiik

olmamalidir.
2.2.5.2.3.8.2. Yontem Kkesinligi (tekrar elde edilebilirlik)

Yontem kesinligi, ayn1 ¢alisma sartlar1 altinda kisa zaman dilimi i¢inde uygulanir. Sistem
performansinin  6rnek  hazirlama sathast kaynakli hatalarin  da  dahil edilerek
degerlendirilmesidir. Allantoin 5 mg lidokain HCI 5 mg kitozan-kollajen skafold farmasétik
tritinii kullanilarak yontemde belirtildigi sekilde, 3 farkli miktar tayini numunesi analiz
edilmis ve kabul kriterlerine uygunlugu test edilmistir. Bu kapsamda sonuglar spesifikasyon

dis1 olmamalidir. RSS <% 2,0 olmalidir.
2.2.5.2.3.9. Saglamhk
2.2.5.2.3.9.1. Cozelti stabilitesi

Analizi yapilacak maddenin stabil halde analiz sartlari altinda bekletilebilecegi siirenin
saptanmasidir. Tercih edilen bekletilme siiresi analize gore degisir. Eger etken maddenin

bekletilen slire ve saklama sartinda bozulmasi halinde bu sartlar limit olara yontemde
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bildirilir. Standart ve test ¢ozeltisi yonteme gore hazirlanmis ve en az 48 saat boyunca 25 °C
sicaklikta bekletilip belli siirelerde analiz edilmistir. Bu kapsamda belirtilen stabilite siiresi
boyunca, referans ve test ¢ozeltisi analiz sonuglarinin baslangig degerlerine gore yiizde

degisim oran1 2,0’dan fazla olmamalidir.
2.2.5.2.4. Skafoldlarin etken madde salim o6zelliklerinin degerlendirilmesi

Skafoldlarin in-vitro salim ¢aligmalari, 1siticili ¢alkalayict ile 37 °C’de PBS tamponunda (pH
7,4) yapilmistir. Caligmalar dort farkli formiilasyonda ve her bir formiilasyon i¢in ti¢ paralel
olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Tartilan skafoldlar, dissoliisyon cihazina yerlestirilmistir.
Onceden belirlenen zaman araliklarinda numuneler alinmistir ve sink kosullari devam
ettirmek amaciyla, ortama alinan miktar kadar PBS tamponu ilave edilmistir. Bu verilerden

hareketle ortalama, standart sapma hesaplanmistir.

Alinan numuneler HPLC analiz edilmistir. Skafoldlarin ila¢ salim 6zellikleri ve ilag

serbestlestirme mekanizmalar1 degerlendirilmistir.

Hesaplama asamasinda oncelikle 1 mL'lik numunelemelerin HPLC ile miktar tayini sonuglari
kaydedilmistir. Bu sonuglar elde edilirken yukarida bahsi gecen esitlik kullanilmistir. 1.
saatten sonraki sonuclar, PBS ile tamamlama islemi yapildig1 i¢in, kiimiilatif sonu¢ olacak
sekilde yeniden hesaplanmistir. En son asamada elde edilen miktarlar, skafoldlari
hazirlanmas1 asamasinda formiilasyona konulan miktarlara oranlanarak yiizde sonug
bulunmustur. Paralellerin ortalamalari, SS ve RSS hesaplamalar1 yapildiktan sonra yiizde

grafik cizilmistir.
Skafoldlardan etken madde salim kinetikleri, Kinet DS programi kullanilarak belirlenmistir.
2.2.5.2.5. Skafoldlarin fiziksel goriiniimiiniin optik mikroskop ile degerlendirilmesi

Numune yiizeylerinde makroskobik degerlendirilmesi i¢in dijital kameraya baglanmis

(Olympus C-5060) optik mikroskop (Olympus SZX7) kullanilmstir.
2.2.5.2.6. Skafoldlarin atomik kuvvet mikroskobu ile karakterizasyonu

Cok yiiksek ¢oziiniirliiklii bir taramali kuvvet mikroskobu olan AFM, nano boyutta 6rneklerin
yiiksek ¢oziiniirliikte goriintiilenmesi ve analizi en gelismis araglardan biridir. Bu projede
filmlerin 3 boyutlu (3B) topografik 6zellikleri AFM ile dinamik modda (tapping modu)

karakterize edilmistir.
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Analizler i¢in Ambient AFM™ (Nanomagnetics Instruments) kullanilmistir. AFM
goriintiilemelerinde, PPP-NCLR problar1 kullanilmistir. Bu problarin rezonans frekansi 146 —
236 kHz arasinda, kuvvet sabiti ise 21 — 98 N/m arasindadir. Goriintillemede tarama hiz1 1-3
Hz olarak ayarlanmistir. Goriintiiler, Image Analyzer v1.5 (Nanomagnetics Instruments)

programi kullanilarak analiz edilmistir.

Calismada, her bir filmin en az 3 farkli bolgesi incelenerek sonuglar degerlendirilmistir. Tiim
goriintiiler 5 pm x 5 um boyutlarinda alinmistir. Goriintiilleme 6ncesi filmler, ylizeydeki asetik

asit kalintilarin1 gidermek amaciyla distile su ile yikanmis ve etiivde 30 °C’de kurutulmustur.
2.2.6. Stabilite calismasi

%50 kitozan %50 kollajen polimerlerinden olusan allantoin ve lidokain HCI yiiklenmis 3 adet
skafold numunesi 3 ay siire ile stabilite kabininde 25 °C £ 2°C / % 60 bagil nem + %5 bagil
nem kosulunda aliiminyum blister folyo ig¢inde bekletilmistir. Stabilite kabininden ¢ikarilan
numunelerde validasyonu tamamlanmig HPLC yontemi ile miktar tayini ger¢eklestirilmistir.

Numunelerin gorsel kontrolleri de yapilmistir (ICH Q1AR2).
2.2.7. Hiicre Kiiltiirii calismalar:
2.2.7.1. Hiicre Kkiiltiirii

Caligma kapsaminda gobek kordonundan elde edilen MKH kullanildi. MKH kiiltiir ortami
olarak; %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin, %1 L-glutamine igeren DMEM ortaminda 37
°C’de %5 CO‘li ortamda 75 cm?’lik kiiltiir kabinda inkiibe edildi. Kiiltiir ortam1 iki giinde
bir degistirildi. MKH’ler %80 yogunluga ulastiginda %0,05 Tripsin/0,02 EDTA soliisyonu ile
kiiltiir kabindan ayrildi. Takiben, DMEM ile siispanse edilerek 1500 rpm de 5 dakika santrifiij
edildi. Medium, pipet yardimiyla atildiktan sonra hiicreler DMEM ile siispande edildi ve
thoma lamu ile hiicre sayimi yapildi. Tez kapsaminda gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda

kullanilan MKH’lerin pasaj numaralar1 6°dir (Alavarse ve ark., 2017).
2.2.7.2. MTT analizi

MTT analizi i¢in 6rneklerin her iki tarafi 30 dakika UV 15181 altinda sterilize edildi. Steril
orneklerin {izerine 1 cm?/mL oran1 ile MKH kiiltiir ortam ilave edilerek 24 saat 37 °C’de %5
CO»‘li ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon periyodundan sonra érneklerin bulundugu MKH
kiiltlir ortam1 ayn1 miktarda DMEM ile seyreltildi. MKH’ler, 48 kuyucuklu plakalara kuyucuk
basma 1x10% hiicre olacak sekilde ekildi. Uzerine kuyucuk basma 300 pl DMEM eklendi ve 1
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gece 37 °C’de %5 CO2’li ortamda inkiibe edildi. Sonrasinda kuyucuklardaki besiyeri
membranlarla muamele edilmis hiicre kiiltiir besiyeriyle degistirilerek 24 saat ve 48 saat
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra kuyucuk basma 300 ul DMEM ve 30 pul MTT soliisyonu
(20 pg/ml, PBS ile seyreltilerek) eklendi ve 4 saat daha inkiibe edildi. islemin devaminda,
ortamdaki hiicre kiiltiir besiyeri 300 pul DMSO ile degistirildi ve 20 dakikalik bir
inkiibasyondan sonra mikroplaka okuyucu kullanilarak 570 nm’de okundu (Alavarse ve ark.,
2017).
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3. BULGULAR

3.1. Etken Maddelerin Fizikokimyasal Ozelliklerine Ait Bulgular
3.1.1. Allantoininin ¢oziiniirliik tayini

Allantoinin Boliim 2.2.1.1'de anlatildig1 sekilde saptanan pH 7,4 PBS tamponu i¢indeki

¢ozlnirlik degeri 11,583 mg/ml olarak bulunmustur Sonuglar Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 6. Allantoin Hidrokloriir ¢oziiniirlik degerleri

Allantoinin SS RSS N*
Coziintirlik Degeri

(mg/ml)

11,583 0,244 2,106 3

*: Paralel sayis1

3.1.2. Allantoinin erime noktasi tayini

Allantoinin erime noktast tayini 3 paralel Ol¢limiin sonucu alinarak bolim 2.2.1.2°de
anlatildig1 sekilde yapilmistir. EP 9.0’da allantoinin 225 °C’de eridigi belirtilmistir. Deney
sonucunda maddenin 225 °C’de eridigi goriilmistiir, bu deger literatiir verileriyle uyumlu
bulunmustur (EP 9.0 Allantoin Monograph).

3.1.3. Allantoinin kurutma kaybi tayini

Allantoinin kurutma kaybi tayini 3 paralel Ol¢limiin sonucu alinarak bolim 2.2.1.3’te
anlatildig1 sekilde yapilmistir. EP 9.0’da allantoinin kurutma kaybi1 sonucunun %0,1'den az
olmas1 gerektigi bildirilmistir. Deney sonucunda maddenin kurutma kaybi %0,016 olarak
bulunmustur, bu deger literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur (EP 9.0 Allantoin

Monograph).
3.1.4. Allantoinin FT-IR spektrumunun incelenmesi

Bolim 2.2.1.4°de anlatildig: sekilde elde edilen allantoinin FT-IR spektrumunda, maddenin
fonksiyonel gruplarina ait bantlar Sekil 13’te gosterilmistir. Yapidaki C=0 fragmentleri 1703,
1777 cm™? dalga boyunda, NH; fragmenti 1601 cm™ dalga boyunda etkilesim gdstermistir.
3053, 3338, 3434 cm™ bandinda gozlemlenen pikler ise C-H ve N-H etkilesimlerine ait
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sinyallerdir. Elde edilen bu veri, literatiirde allantoin i¢in verilen karakteristik FT-IR bantlar

ile uyumlu bulunmustur (Alam ve Ahmad, 2015).
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Sekil 13. Allantoinin FT-IR spektrumu

3.1.5. Lidokain HCI’nin ¢éziiniirliigiiniin incelenmesi

Lidokain HCI’nin ¢oziiniirliik ¢alismalar1 Boliim 2.2.1.5'de anlatildig1 sekilde saptanmistir ve

pH 7,4 PBS tamponu icindeki ¢ozilinilirlik degeri 104,092 mg/ml olarak bulunmustur.

Sonuglar Tablo 7’te gosterilmistir.

Tablo 7. Lidokain HCI ¢oziiniirlik degerleri

Lidokain ~ HCI'nin | SS RSS N*
Coziintirlik Degeri

(mg/ml)

104,092 1,096 1,053 3

*: Paralel sayis1
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3.1.6. Lidokain HCI’nin erime noktasiin tayini

Lidokain HCI'nin erime noktas1 tayini 3 paralel 6lgiimiin sonucu alinarak bolim 2.2.1.6’de
anlatildigr sekilde yapilmigtir. EP 9.0’da lidokain HCI'nin 74 °C — 79 °C aras1 eridigi
belirtilmistir. Deney sonucunda maddenin 77 °C’de eridigi goriilmiistiir, bu deger literatiir

verileriyle uyumlu bulunmustur (EP 9.0 Lidocaine Hydrochloride Monograph).
3.1.7. Lidokain HCI’nin su i¢eriginin tayini

Lidokain HCI’nin su igerigi tayini 3 paralel 6l¢iimiin sonucu alinarak bolim 2.2.1.7°de
anlatildig sekilde yapilmistir. EP 9.0°da Lidokain HCI’nin su igerigi sonucunun %5.5-%7.0
aras1 olmas1 gerektigi bildirilmistir. Calisma sonucunda maddenin su igerigi %6.3 olarak
bulunmustur, bu deger literatiir verileriyle uyumlu bulunmustur (EP 9.0 Lidocaine

Hydrochloride Monograph).
3.1.8. Lidokain HCI’nin FT-IR spektrumunun incelenmesi

Bolim 2.2.1.8’de anlatildigi sekilde elde edilen Lidokain HCI’nin FT-IR spektrumunda,
maddenin fonksiyonel gruplarima ait bantlar Sekil 14’te gosterilmistir. Yapidaki C=O
fragmenti 1654 cm™ dalga boyunda etkilesim gostermistir. 3012 ve 3384 cm™ bandinda
gozlemlenen pikler ise C-H ve N-H etkilesimlerine ait sinyallerdir. Elde edilen bu veri,
literatiirde Lidokain igin verilen karakteristik FT-IR bantlar1 ile uyumlu bulunmustur (Badawi
ve ark., 2016).
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Sekil 14. Lidokain HCI FT-IR spektrumu

3.2. Polimerlerin Ozelliklerinin Belirlenmesi

3.2.1. KitozaninFT-IR spektrumunun incelenmesi

Bolim 2.2.2.1°de anlatildigi sekilde elde edilen kitozanin FT-IR spektrumunda, maddenin
fonksiyonel gruplarina ait bantlar Sekil 15’te gosterilmistir. Yapidaki N-H fragmenti 3351
cm™ dalga boyunda etkilesim gdstermistir. 2901 ve 2987 cm™ bandinda gézlemlenen pikler

a8 (] | T
we2s || qeoso | || |
IR E |

|1 ' sz | |
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|716.61

773,70
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1000 800 650,0

ise C-H etkilesimlerine ait sinyallerdir. 1592 cm™ bandindaki pikin C=O ve 1381 cm™

bandindaki pikin de C-N baglarini ifade eden sinyaller oldugu diisiiniilmektedir. Elde edilen

bu veriler, literatiirde kitozan i¢in verilen karakteristik FT-IR bantlar1 ile uyumlu bulunmustur

(Queiroz ve ark., 2015).
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3.2.2. Kollajenin FT-IR spektrumunun incelenmesi

Boliim 2.2.2.2°de anlatildig1 sekilde elde edilen FT-IR spektrumunda, kollajenin fonksiyonel

gruplarina ait bantlar Sekil 16°da gosterilmistir. 1231 ve 1335 cm™ dalga boylarindaki pikler

kollajen molekiiliiniin protein biitiinliigiinii dogrulayan sinyallerdir. 3296 cm™ bandinda

gozlemlenen pik ise N-H etkilesimini ifade etmektedir (Sripriya ve Kumar, 2015). 1600-1700

cm? bandinda bulunan pikin amid grubuna ait karakteristik kollajen piki oldugu
soylenebilmektedir (Fernandes ve ark., 2011). 2924 ve 2854 cm™ bantlarindaki piklerin CH?

gerilimine bagl oldugu diisiniilmektedir. Elde edilen bu veriler, literatiirde kollajen igin

verilen karakteristik FT-IR bantlar1 ile uyumlu bulunmustur (Yan ve ark., 2008).
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Sekil 16. Kollajenin FT-IR spektrumu
3.3. Formiilasyon Bilesenleri Arasi Ge¢cimlilik Calismasi Bulgular
3.3.1. Etken maddeler arasi gecimliligin DSC ile degerlendirilmesi

Bolim 2.2.3.1°de anlatildign sekilde elde edilen allantoin, lidokain HCI ve kiitlece esit
miktarda allantoin-lidokain HCI igeren toz karisiminin karsilastirilmali DSC termogramlari

Sekil 17°de gosterilmistir.
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Sekil 17. Allantoin, Lidokain HCI, Allantoin-Lidokain HCI (1:1) karsilastirmali DSC
termogrami

Elde edilen bulgularda lidokain HCI’nin erime noktasi derecesinde verdigi pik karigim
termograminda da goriiliirken, allantoinin erime derecesinde meydana gelen pik karisim
termograminda belirgin bir sekilde goriillememektedir. Bu durum iki etken madde arasinda

gecimsizlik olma ihtimaline yonelik daha fazla calisma yapilmasi gerekliligini dogurmaktadir.
3.3.2. Etken maddeler arasi gecimliligin FT-IR spektrometre ile degerlendirilmesi

Bolim 2.2.3.2’de anlatildig1 sekilde elde edilen Allantoin, Lidokain HCI ve Kkiitlece esit
miktarda Allantoin-Lidokain HCI igeren toz karisiminin karsilastiriimali FT-IR spektrumlari
Sekil 18’de gosterilmistir. Allantoin-lidokain HC1 karistmina karsi allantoin korelasyon
faktorii 0.929 iken, allantoin-lidokain HCI karigimina kars1 Lidokain korelasyon faktorii 0.379
bulunmustur. Karisim spektrumu incelendiginde allantoine ait karakteristik piklerin lidokain
HCIl’e ait karakteristik piklere kiyasla daha yogun goriildiigi soylenebilmektedir. Karigim
spektrumunda iki etken maddenin ayr1 ayr1 spektrumlarinda gézlenmeyen safsizlik olarak

yorumlanabilecek karakteristik bir pik bulunmamaktadir.
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Sekil 18. Allantoin, Lidokain HCI, Allantoin-Lidokain HCI (1:1) karsilastirmali FT-IR
spektrumu

3.3.3. Etken maddeler arasi gecimliligin TAM-1V mikrokalorimetre ile degerlendirilmesi

Bolim 2.2.3.3’te anlatildigi sekilde oncelikle etken maddelerin tek tek Slgiimii alinmustir.

Etken maddeler Sekil 19'da goriindiigii gibi benzer bir 1s1 akis1 grafigi gostermislerdir.

Standart
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Sekil 19.

Allantoin ve lidokain HCI TAM-1V grafikleri
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Daha sonra kiitlece esit miktarda allantoin ve lidokain HCI etken maddelerinde olusan karisim
tozu okutulmustur. Sekil 20'de bilesenlerin tek tek okutulmasi sonucu olusturulmus teorik
(elde edilmesi beklenen) grafik, karisimin 6lgiilmesi ile elde edilen grafik ve bu iki grafik

arasindaki farkliliklar1 ifade ederek gecimsizligin degerlendirilebildigi grafik birlikte

sunulmustur.
Olgiilen —— Teorik Etkilesim
SE
0 é Mgt ¥ e il V‘FLM'F“"""“’ . WMM.‘MMM‘* S SRR, r"—f"\».\,d,«-'\--‘\f o a ik
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Sekil 20. Allantoin-lidokain HCI karisim1 TAM-IV grafigi (549 nW/g 1s1 akis1)

Grafige gore elde edilmesi beklenen ve oOlgiilen 1s1 akis davranislar1 arasinda neredeyse hig
fark bulunmamaktadir. Bu durum etken maddeler arasinda gegimsizlik ihtimalini ortadan
kaldirmaktadir (Cavatur ve ark., 2004; Liland ve Hvidsten, 2016).

3.3.4. Polimerler ve etken maddeler arasi gecimliligin FT-IR ile degerlendirilmesi

Bolim 2.2.3.4’de anlatildigr sekilde elde edilen Kitozan-Kollajen ve Kitozan-Kollajen-
Allantoin-lidokain HC1 hammaddelerinden olusan toz karisimlari FT-IR spektrumlari Sekil 21
ve Sekil 22°de gosterilmistir.
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Sekil 21. Kollajen-Kitozan (1:1) FT-IR spektrumu

Elde edilen spektrum incelendiginde kitozan ve kollajen polimerlerinin tek tek 6l¢iimlenmesi
ile elde edilen karakteristik piklerden farkli bir pik gézlenmemektedir. Kollajen ve kitozan

parcaciklarinin fiziksel yapilarinin farkliligindan homojen bir karisim olusturulamamuistir.
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Sekil 22. Kollajen-kitozan-allantoin-lidokain HCI toz karisimi1 FT-IR spektrumu
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Elde edilen spektrum incelendiginde; kollajen, Kkitozan, allantoin ve lidokain HCI
maddelerinin tek tek Ol¢limlenmesi ile elde edilen karakteristik piklerden farkli bir pik
gozlenmemektedir. Kollajen ve kitozan parcaciklarinin fiziksel yapilarinin farkliligindan

homojen bir karisim olusturulamamastir.
3.4. Formiilasyon Hazirlanmasina Ait Bulgular
3.4.1. On formiilasyon hazirlanmasina ait bulgular

On formiilasyon ¢alismalarma Boliim 2.2.4.1'de anlatildig1 sekilde baslanmis olup her asama

ilgili sonuclar asagida siralanmustir.

F1 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Formiilasyon gelistirmede ilk asama olarak 0,5 M
asetik asit ¢ozeltisi icinde 1 mg/mL konsantrasyonunda iki ayr1 kitozan ve kollajen ¢ozeltisi
hazirlanmis olup, ¢6ziinme &zellikleri incelenmistir. 25 °C’de 72 saat karistirilan kollajen
¢ozeltisinin yeterince homojen hale gelmedigi tespit edilmistir. Kollajen ¢ozeltisi pH 7.4’¢
notralize edildikten sonra, oda sicakliginda 24 saat karistirilan ve pH 7.4’e nétralize edilen
kitozan ¢ozeltisi ile kargtirilmustir. Iki polimer ¢ozeltisinin karistirilmasi, Tablo 3’te
belirtilen oranlarda kollajen ve kitozan oranlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Hazirlanan
karisimlar, kaliplara dokiilmiis ve oda sicakliginda 72 saat boyunca kurutulmustur. 72. saat
sonunda polimer ¢ozeltilerinin yeterince kurumadigi gozlenmistir. Kollajen ¢ozeltisi i¢in 72
saat karistirma siiresinin stabilite agisindan sorun teskil edebilecegi diisiiniilerek daha fazla

literatiir aragtirilmasi yapilmasi gerektigine karar verilmistir.

F2 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Kollajenin homojen olarak ¢oziinmesini saglamak
amactyla, ayn1 konsantrasyonda hazirlanan kollajen ¢ozeltisi literatiirden yola ¢ikarak 4 °C'de
karistirnlmistir (Caliari ve ark., 2011). Bu sayede kollajenin uzun karigtirma siiresi sonunda
stabilitesini korumasi ve kollajenin jellesmesinin onlenmesi amaglanmistir (Doyle, 2017).
Bu degisiklik ile kollajenin ¢oziinme siiresi 48 saate diislirlilmiistiir. Kaliplara dokiilen

polimer ¢6zeltileri, oda sicaklifinda 72 saat boyunca kurutulmustur.

F3 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Aynm1 konsantrasyonlarda ayni yontemle hazirlanan
cozeltiler kaliplara dokiildiikten sonra 60 °C etiiv ortaminda kurutulmustur. Bu islem ile 72
saat sonunda kuruma gerceklesmis ancak skafoldun uygun fiziksel goriinimde olmadig: tespit
edilmistir. 60 °C etiiv ortaminda kurutma isleminin skafoldun stabilitesini ve fiziksel yapisini

olumsuz etkileyebilecegi diisliniilmiistiir.
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F4 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Yukarida bahsedilen duruma istinaden yeni
formiilasyonlar ayni metot ile hazirlanmis ve 30 °C etiiv ortaminda kurutulmustur. Bu sekilde
hazirlanan skafoldlarin daha iyi durumda oldugu ancak polimer ¢6zeltisinin uygun yogunlukta

olmamasi nedeniyle filmlerin kalinliklarinin uygun olmadiklar1 tespit edilmistir.

F5 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Kitozan ¢6zeltisi konsantrasyonu 10 mg/mL olacak
sekilde artirilmigtir. Skafoldlarin bu haldeki fiziksel goriiniimii iyilesmistir fakat yeterli
bulunmamistir. 12 saat 30 °C etiivde kurutma uygun bulunmustur. Hazirlanan
konsantrasyondaki kitozan ¢o6zeltisinin pH 7,4’e¢ nétralizasyonu yapildiginda homojen

goriinmedigi tespit edilmistir.

F6 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Kollajen ¢ozeltisi konsantrasyonu da kitozan ¢ozeltisi
konsantrasyonu gibi 10 mg/mL'ye cikarilmistir. Kitozan ¢dzeltisinin homojen goriinmeme
probleminin asilabilmesi amaciyla pH 4,0'e ayarlama yapilmistir ve bu nedenle de karigtirma
sliresi 24 saatten 2 saate inmistir. Ancak bu pH ayarlamasi ile %100 kitozandan olusturulmus
skafoldlar kuruduktan sonra 37 °C PBS tamponu i¢ine atildiklarinda erimislerdir. Literatiirde

de benzer bir ¢alisma yapilmistir (Tanabe ve ark., 2002).

F7 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Kitozan ¢ozeltisinin optimum nétralizasyon pH'st da
6,0 olarak tespit edilmistir. Hem kollajen, hem de kitozan ¢6ziindiikten sonra jellesmektedir.
Bu iki polimerin manyetik karistirict ile homojen bir sekilde karismayabilecegi
diistiniilmiistiir. Hazirlanan skafoldlardaki polimerlerin homojen sekilde karismasini saglamak
icin homojenizator kullanimina karar verilmistir. Homojenizator kullanimi sonrasi ¢ozeltinin
tekrar manyetik karistirict ile 4 °C'de karistirilmaya devam edilerek kopiigliniin azaltilmasi
gerektigi saptanmistir. Aksi takdirde Resim 1'de goriildiigii gibi skafold icerisinde hava
kabarciklar1 gézlenmistir. Ayrica homojenizator kullanimi ile kollajen ¢6zeltisinin karistirma

siiresi 24 saate distiriilmiistiir.
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Resim 1. Kollajen ¢6zeltisi i¢in homojenizator kullanimi. Homojenizator kullanimi sonrasi 4
°C'de karistirilmis ¢ozelti ile elde edilen film (A) ve kopiik iceren ¢ozelti ile elde edilen film

(B).
F8 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Kollajen ¢ozeltisinin de ndtralizasyonunun pH:6,0
olarak yapilmasi skafold iiretiminde kolaylik saglayacagindan denenmis ve uygun

bulunmustur.

F9 kodlu formiilasyonun hazirlanmasi: Her iki ¢ozelti i¢in ndtralizasyon yapilmayan durum
degerlendirilmis olup, bu sekilde hazirlanan kollajen c¢ozeltisinden olusan skafoldlarda
fiziksel bir farklilik go6zlenmezken, kitozan skafoldlarin seffaf ve suya karst diger
formiilasyon serilerine kiyasla daha dayaniksiz oldugu gézlenmistir. Literatiir incelendiginde
de notralizasyon asamasinin filmin fizikokimyasal 6zellikleri (Noriega ve Subramanian, 2011;
Humberto ve ark., 2015), biyouyumlulugu (He ve ark., 2011), antibakteriyel yapisi
(Fernandez-de Castro ve ark., 2016) ve ila¢ salim o6zellikleri (Becerra ve ark., 2017) gibi
konulara etkisinin olabilecegi bildirilmistir (Mauricio-Sanchez ve ark., 2018). Noétralizasyon
yapilmamis kitozan ¢ozeltisinin pH degeri 3,4 iken, kollajen ¢ozeltisi igin bu deger 2,7 olarak

Ol¢iilmiistiir.

Kitozan ¢ozeltisinin NaOH ile notralizasyonu pH 4,0, 6,0 ve 7,4 olarak ayn1 zamanda ayri
skafoldlar ile yapilmis, sonrasinda kiyaslanarak degerlendirilmesi hedeflenmistir. Resim 2'de
goriildiigli gibi noétralizasyonu yapilan tiim skafoldlar beyazimsi-yar1 saydam halde olup, pH
7,4 olan skafold diger iki skafold kadar homojen degildir.
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pH:4.0 | pH:6.0 pH:7.4

Resim 2. Kitozanin pH 4,0, 6,0 ve 7,4’de nétralizasyonu ile hazirlanan skafoldlarin goriiniimii

Onformiilasyon ¢alismalar1 sonrasinda F8 numarali formiilasyondan hareketle F10
formiilasyonu hazirlanmistir (Tablo 4). Bu formiilasyonda iki polimer de 24 saat 4 °C
kosulunda birlikte ¢6zelti haline getirilmis olup karakterizasyon calismalar1 yapilmistir. Bu
hazirlama yontemi ile 6n formiilasyon caligmasindaki diger formiilasyonlara kiyasla, daha
homojen bir formiilasyon hazirlanmasi amaglanmistir. Ayrica bu yoOntem, pipetleme
hatalarinin 6nlenmesini saglamistir, ayr1 ayri jel olarak hazirlanan polimerlerin karistirtlma
esnasindaki hatalarin giderilmesi miimkiin olmustur ve ayni zamanda formiilasyon hazirlama
kolaylig1 da saglanmistir. 4 °C kosulu kitozanin ¢oziinmesi ve jellesmesi ile ilgili olumsuz bir

sonug ortaya ¢ikmasina neden olmamustir.
3.4.2. Formiilasyon hazirlanmasina ait bulgular

Kollajenin pahali bir materyal olmasi, ¢6ziinmesinin uzun siirmesi, polimerin peptid
baglarinin kirilmas: ve denatiire olabilmesi gibi stabilite problemleri sebepleri ile polimer
olarak %100 kollajen iceren skafold formiilasyonu elenmistir ve bu formiilasyona etken
madde yiiklenmemistir (Kishen ve ark., 2016). Kitozan kollajene baglanmay1 saglayan ek
amino gruplar icerdigi i¢in kollajen kitozan ile birlikte formiile edildiginde, kollajenaz
degradasyonuna kars1 daha dayanikli bir yap1 elde edilebilmektedir (Ti ve ark., 2014) (Bolim
2.2.4.2).

3.4.2.1. Formiilasyona etken maddelerin yiiklenmesi

Allantoin ve lidokain HCI etken maddeleri Boliim 2.2.4.2.1°de anlatildig1 sekilde skafoldlara
yiiklenmis olup, islem etkinligi Boliim 3.5.2.2°de degerlendirilmistir.
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3.5. Formiilasyonun Karakterizasyon Calismalarina ait Bulgular

3.5.1. Etken madde yiiklenmemis skafoldlarin karakterizasyonu

3.5.1.1. Skafoldlarin kahinhklarmin degerlendirilmesi

Hazirlanan skafoldlarin kalinliklar1 Bolim 2.2.5.1.4'te anlatildig1 sekilde hesaplanmis olup

sonuglar Tablo 8'de sunulmustur. Hesaplamalar sonucu elde edilen veriler ve bu verilerin
standart sapma ve bagil standart sapma degerleri bulunmustur.

Tablo 8. Skafoldlarin kalinlik degerleri

F10-1 F10-2 F10-3 F10-4 F10-5

0,49 0,42 0,32 0,26 0,18
0,41 0,39 0,25 0,18 0,16
0,43 0,37 0,20 0,24 0,22
Ortalama 0,44 0,39 0,26 0,23 0,19
SS 0,04 0,03 0,06 0,04 0,03
RSS 9,39 6,40 23,48 18,37 16,37

3.5.1.2. Skafoldlarin FT-IR spektrometre ile degerlendirilmesi

Hazirlanan skafoldlarin FT-IR ile karakterizasyonu Bolim 2.2.5.1.1'de anlatildig: sekilde
yapilmig olup sonuglar Sekil 23'te sunulmustur. Spektrumlar incelendiginde kollajenin
karakteristik piki olan 1600-1700 cm™ dalga boyunda gériilen amid pikinin (Boliim 3.2.2)
F10-5 formiilasyonunda daha belirgin oldugu goriilebilmektedir. Sonuglar literatiir sonuglari

ile de uyumluluk gostermektedir (Fernandes ve ark., 2011; Ungureanu ve ark., 2015).
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Sekil 23. Etken madde icermeyen skafold formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlari

3.5.1.3. Skafoldlarin fiziksel goriiniimiiniin optik mikroskop ile degerlendirilmesi

Numune yiizeylerinde makroskobik degerlendirilmesi icin dijital kameraya baglanmis

(Olympus C-5060) optik mikroskop (Olympus SZX7) kullanilmstir.

Elde edilen verilere gore, numune yiizeylerinde makroskobik ¢atlaklarin ve biiylik boyutta

diizensizliklerin olmadigr saptanmistir (Sekil 26). Asagida uygun bulunan F10

formiilasyonlarina ek olarak uygun bulunmayan F1, F5 ve F6 formiilasyonlarina ait optik

mikroskop verileri de sunulmustur (Sekil 24-25).
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Sekil 24. F1, F5 ve F6 numarali formiilasyonlarin optik mikroskop gériintiisii (Olgek: 4 mm)
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Sekil 25. F6-5 numaral1 formiilasyonun farkli blgelerinden alinan optik mikroskop gériintiileri (Olgek: 2 mm)

- F10-1 F10-2 F10-3 F10-4

A
I
Sekil 26. F10-1, F10-2, F10-3, F10-4 ve F10-5 numarali formiilasyonlarm optik mikroskop gériintiisii (Olgek: A serisi icin 4 mm, B serisi
igin 2 mm)
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3.5.1.4. Skafoldlarin AFM ile karakterizasyonu

Hazirlanan skafoldlarin AFM ile karakterizasyonu Boliim 2.2.5.1.3’te anlatildigi
sekilde gerceklestirilmis olup Sekil 27-31°da gosterilmistir.
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Sekil 27. F10-1 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 pm x 5 pm tarama)
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Sekil 28. F10-2 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 pm X 5 um tarama)
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Sekil 29. F10-3 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 um x 5 pm tarama)
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Sekil 30. F10-4 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 um x 5 um tarama)

8
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Sekil 31. F10-5 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 pm X 5 pm tarama)

93



3.5.1.5. Skafoldlarin sisme o6zelliklerinin degerlendirilmesi

Hazirlanan skafoldlarin sisme ylizde degisimleri Bolim 2.2.5.1.5’te anlatildigi
sekilde hesaplanmis olup Tablo 9 ve Sekil 32°de gdsterilmistir. Hesaplamalar sonucu
elde edilen veriler ile bu verilerin standart sapma ve bagil standart sapma degerleri

bulunmustur.

Tablo 9. Skafold sisme yiizde degisim degerleri

Skafold Sigsme Yiizde Degisim Degerleri

Zaman F10-1 F10-2 F10-3 F10-4 F10-5
1. glin 35,518 20,579 32,766 44 924 203,628
ortalama
SS 5,724 9,606 12,567 15,656 26,656
RSS 16,115 46,682 38,353 34,850 13,091
3. glin 13,184 20,323 36,485 52,627 269,001
ortalama
SS 0,980 8,123 12,310 37,012 54,154
RSS 7,433 39,971 33,740 70,329 20,131
5. glin 5,044 9,058 17,128 54,719 261,514
ortalama
SS 2,310 7,058 2,837 20,585 78,984
RSS 45,802 77,924 16,562 37,619 30,203
7. glin 2,171 15,871 23,634 55,588 240,263
ortalama
SS 0,871 8,719 2,433 15,809 70,066
RSS 40,122 54,939 10,296 28,439 29,162
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Formiilasyon kodu

Sekil 32. Skafold sigsmesine bagh olarak agirlik¢a yiizde degisim grafigi. 1., 3., 5. ve
7. giin yapilan tartimlar sonrasi skafodlarda meydana gelen agirlik degisimi yilizde
olarak verilmistir.

3.5.1.5. Skafoldlarin hidrolitik degradasyon ozelliklerinin degerlendirilmesi

Hazirlanan skafoldlarin hidrolitik degradasyon yiizde degisimleri Boliim 2.2.5.1.6’da
anlatildigr sekilde hesaplanmis olup Tablo 10 ve Sekil 33’te gosterilmistir.
Hesaplamalar sonucu elde edilen veriler ile bu verilerin standart sapma ve bagil

standart sapma degerleri bulunmustur.
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Tablo 10. Skafold hidrolitik degradasyon degerleri

Skafold Hidrolitik Degradasyon Degerleri

1 Hafta 2 Hafta 3 Hafta
Sonunda Sonunda Sonunda
Kalan Miktar | Kalan Miktar | Kalan Miktar
Baslangig (%) (%) (%) (%)

F10-1 Ortalama 100 20,088 14,242 11,377
SS - 6,931 2,503 2,286

RSS - 34,501 17,576 20,091
F10-2 Ortalama 100 29,040 20,443 13,488
SS - 3,521 5,223 1,461

RSS - 12,124 25,549 10,829
F10-3 Ortalama 100 35,384 28,093 24,433
SS - 7,004 7,212 6,924

RSS - 19,795 25,672 28,340
F10-4 Ortalama 100 33,535 29,517 26,832
SS - 4,506 4,358 4,297

RSS - 13,436 14,764 16,016
F10-5 Ortalama 100 52,572 47,565 28,989
SS - 11,593 8,413 2,952

RSS - 22,052 17,688 10,182
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Formiilasyon kodu

Sekil 33. Skafold hidrolitik degradasyon yiizde degisim grafigi. 1., 2. ve 3. hafta
yapilan numunelemeler sonunda skafodlarda meydana gelen agirlik degisimi yiizde
cinsinden ifade edilmistir.

3.5.1.6. Skafoldlarin in-vitro kollajenaz  degredasyon 6zelliklerinin

degerlendirilmesi

Hazirlanan skafoldlarin hidrolitik degradasyon yiizde degisimleri Boliim 2.2.5.1.7°de
anlatildigr sekilde hesaplanmis olup Tablo 11 ve Sekil 34’de gosterilmistir.
Hesaplamalar sonucu elde edilen veriler ile bu verilerin standart sapma ve bagil

standart sapma degerleri bulunmustur.
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Tablo 11. Skafold in-vitro kollajenaz degradasyon degerleri

Skafold in-vitro Kollajenaz Degredasyon Degerleri

1 Giin 2 Giin 3 Giin 4 Giin 5 Giin 6 Gilin 8 Giin 10 Giin
Sonunda | Sonunda | Sonunda | Sonunda | Sonunda | Sonunda | Sonunda | Sonunda

Bas(ﬁzl;gw K_alan K_alan K_alan K_alan K_alan K_alan K_alan K_alan

Miktar Miktar Miktar Miktar Miktar Miktar Miktar Miktar

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)

F10-1 100 23,697 | 23,660 | 23,568 | 22,623 | 22,429 | 22,381 | 22,536 | 22,777
SS - 2,087 | 2,108 | 2,113 | 3,513 | 3,569 | 3,629 | 3,478 | 3,492
RSS - 8,809 | 8,908 | 8,966 | 15,528 | 15,915 | 16,215 | 15,434 | 15,331
F10-2 100 27,023 | 26,910 | 26,591 | 25,861 | 24,616 | 22,780 | 22,202 | 22,035
SS - 2,292 | 2,246 | 2,353 | 2,662 | 3,567 | 5,188 | 4,624 | 3,899
RSS - 8,481 | 8,347 | 8,848 | 10,293 | 14,489 | 22,772 | 20,827 | 17,695
F10-3 100 25,389 | 23,940 | 23,863 | 23,159 | 21,538 | 14,132 | 13,778 | 10,965
SS - 1,110 | 3,253 | 3,459 | 3,219 | 3,624 | 4,104 | 3,728 | 3,590
RSS - 4,371 | 13,588 | 14,497 | 13,901 | 16,825 | 29,041 | 27,061 | 32,739
F10-4 100 29,067 | 18,410 | 17,545 | 16,312 | 13,978 | 10,396 | 7,409 | 7,372
SS - 0,174 | 0,911 | 1,115| 1,320 | 2,654 | 5276 | 2,710 | 2,761
RSS - 0,597 | 4,949 | 6,355| 8,092 | 18,990 | 50,752 | 36,583 | 37,454
F10-5 100 29,606 | 16,266 | 14,795 | 12,950 | 10,690 | 5,808 | 5,790 | 5,712
SS - 3,467 | 2274 | 2,119 | 2,751 | 4,224 | 1,174| 1,181 | 1,203
RSS - 11,710 | 13,983 | 14,325 | 21,244 | 39,518 | 20,218 | 20,399 | 21,058
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Formiilasyon kodu

Sekil 34. Skafold enzimatik degradasyon ylizde degisim grafigi. 1., 2., 3., 4., 5., 6.,
8., ve 10. giinler sonunda skafodlarda meydana gelen agirlik azalmasi yiizde
cinsinden ifade edilmistir.

3.5.2. Etken madde yiiklenmis skafoldlarin karakterizasyonu
3.5.2.1. Skafoldlarin FT-IR spektrometre ile degerlendirilmesi

Hazirlanan skafoldlarin FT-IR ile karakterizasyonu Bolim 2.2.5.2.1'de anlatildig:
sekilde gergeklestirilmis olup sonuglar Sekil 35'te sunulmustur. Spektrumlar
incelendiginde Boliim 3.5.1.1'de bildirilen etken madde i¢cermeyen formiilasyonlara
ait spektrumlar ile uyumlu olduklarn goriilebilmektedir. Etken maddelere ait
karakteristik pikleri igermemesi etken maddelerin formiilasyonda bulunma oraninin
diisiikliigiine baglanmis olup, maddeler aras1 ge¢imsizlik olarak degerlendirilebilecek

bir pike de rastlanmamuistir.
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Sekil 35. Etken madde igeren skafold formiilasyonlarinin FT-IR spektrumlari

3.5.2.2. Skafoldlara ila¢ yiikleme etkinliginin degerlendirilmesi

Hazirlanan skafoldlara yiiklenen etken madde miktarlar1 ve islem etkinlikleri Boliim
2.2.5.2.2’de anlatildigi sekilde hesaplanmis olup Tablo 12 ve Tablo 13’te
gosterilmistir. Hesaplamalar sonucu elde edilen veriler ile bu verilerin standart sapma

ve gliven sinirt degerleri bulunmustur.
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Tablo 12. Formiilasyon ¢alismalarinda elde edilen skafold formiilasyonlarina ait
allantoin miktar tayini ve islem etkinligi

Allantoin Miktar Tayini

Teorik Etken Olgiilen Etken islem
Madde Miktar1 Madde Miktari Giiven Sinir1 Etkenligi
Kod (a) (%) (b) (%) SS (%95) (a/b) (%)
F11-1 10,513 9,799 0,047 0,053 93,209
F11-2 10,470 9,562 0,043 0,049 91,333
F11-3 10,200 9,488 0,028 0,032 93,017
F11-4 10,647 10,071 0,012 0,013 94,607

Tablo 13. Formiilasyon ¢alismalarinda elde edilen skafold formiilasyonlarina ait
lidokain HCI miktar tayini ve islem etkinligi

Lidokain HCI Miktar Tayini

Olciilen
Teorik Etken Etken

Madde Madde Giiven Islem
Miktar: Miktar: S Etkenligi
Kod (@) (%) (b) (%) SS (%95) (a/b) (%)
F11-1 10,577 9,602 0,029 0,032 90,786
F11-2 10,317 9,917 0,036 0,041 96,125
F11-3 10,590 9,519 0,036 0,040 89,887
F11-4 10,830 9,973 0,002 0,002 92,099

3.5.2.3. Analitik yontem validasyonu

Formiilasyonda kullanilan etken maddelerin miktar tayininin yapilmasinda kullanilan

analitik yontemin validasyonu Boliim 2.2.5.2.3te anlatildig1 sekilde yapilmaistir.

3.5.2.3.1. Spesifiklik

3.5.2.3.1.1. Pik tanimlamasi, blank ve plasebo etkisi

Blank ¢ozeltisi, plasebo ¢ozeltisi, standart ¢ozeltisi ve test ¢ozeltisi 2.2.5.2.3.1.1°de
belirtildigi sekilde analiz edilerek herbirinden gelen pikler tespit edildi. Sonuglar

Tablo 14°de, ilgili kromatogramlar Sekil 36, Sekil 37 ve Sekil 38’de verilmistir.
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Tablo 14. Pik Tanimlamasi, Blank ve Plasebo Etkisi Testi Sonuglari

Numune adi RT* Saflik Ag¢is1 Saflik Esigi

Blank ¢ozeltisi - - -

Plasebo ¢ozeltisi - - -

Standart ¢ozeltisi (Allantoin) 2,509 0,211 0,297

Standart ¢o6zeltisi (Lidokain 7,383 0,201 0,313
HCI)

Test ¢ozeltisi (Allantoin) 2,510 0,189 0,297

Test ¢ozeltisi (Lidokain HCI) 7,381 0,220 0,329

*RT: Alikonma zamani

Etken maddelerin alikonma zamanlarinda plasebodan ve ¢oziiciiden gelen herhangi
bir pik tespit edilmemistir. Ana pikin, safsizlik pikinden ayrildig: ve tiim piklerin saf

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 36. Allantoin test piki safsizlik kromatogrami
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Sekil 37. Lidokain HCl test piki safsizlik kromatogrami
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Sekil 38. Test ¢ozeltisi kromatogrami (allantoin ve lidokain HCI pikleri)
3.5.2.3.1.2. Tasinma etkisi
Bolim 2.2.5.2.3.1.2’de belirtildigi sekilde calisilmigtir. Sonuglar Tablo 15°te

gosterilmistir. Taginmanin limitler dahilinde oldugu gozlenmistir.
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Tablo 15. Taginma etkisi sonuglari

Allantoin Lidokain HCI

Numune ALAN % FARK ALAN % FARK
Standart 1947256 6780131

Blank 0 0,000 202 0,010
Standart 1962445 6834715

Blank 0 0,000 616 0,031
Standart 1961275 6825088

Blank 0 0,000 432 0,022
Standart 1964367 6838052

Blank 0 0,000 327 0,017
Standart 1957545 6811154

Blank 0 0,000 494 0,025
Standart 1967516 6846105

Blank 0 0,000 0 0,000

3.5.2.3.2. Sistem uygunluk

Analiz yonteminde tarif edildigi sekilde standart ¢ozeltisi hazirlanmis ve pes pese 6
enjeksiyon yapilmistir. Her enjeksiyona ait alan degerleri belirlenmistir. Allantoin
icin alt1 enjeksiyon % RSS degeri 0,1, Lidokain HCI i¢in alt1 enjeksiyon %RSS

degeri 0,2 olarak bulunmustur. Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit

edilmistir.

3.5.2.3.3. Tespit limiti

Bolim 2.2.5.2.3.3’te belirtildigi

sekilde calisilmistir.

bildirilmistir. Sonuclarin kabul kriterlerine uygun oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 16. Tespit limiti degerlendirmesi

% (Test cozeltisi

Konsantrasyon konsantrasyonuna Sinyal/Giiriiltii
(ng/mL) .
gore)
Allantoin 0,5 % 0,05 4,2
Lidokain HCI 0,1 % 0,014 51

3.5.2.3.4. Hesaplanabilirlik limiti

Bolim 2.2.5.2.3.4’te belirtildigi

sekilde caligilmustir.

Sonuglar Tablo 17°te

bildirilmistir. Sonuglarin kabul kriterlerine uygun oldugu tespit edilmistir.

Tablo 17. Hesaplanabilirlik limiti degerlendirmesi

% (Test cozeltisi

Konsantrasyon konsantrasyonuna | Sinyal/Giiriiltii
(ng/mL) .
gore)
Allantoin 0,1 % 0,1 10,1
Lidokain HCI 0,3 % 0,028 10,7

3.5.2.3.5. Dogrusallik

Boliim 2.2.5.2.3.5°te belirtildigi sekilde ¢alisilmistir. Allantoin igin r? degeri 0,9997,
Lidokain HCI igin r? degeri 0,9999 bulunmustur. Sonuglar Tablo 18 ve Tablo 19°da,

ilgili kalibrasyon egrileri Sekil 39 ve Sekil 40’ta bildirilmistir. Sonuglarin kabul

kriterlerine uygun oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 18. Analitik yontem validasyonu allantoin dogrusallik sonuglari

Standart Allantoin Allantoin Alan
Konsantrasyon | Konsantrasyonu
Seviyesi (%) (mg/mL)
70 0,710220 1421690
80 0,811680 1602574
90 0,913140 1798542
100 1,014600 1994334
120 1,217520 2394151

Tablo 19. Analitik yontem validasyonu lidokain HCI dogrusallik sonuglari

Standart Lidokain HCI Lidokain HCI
Konsantrasyon Konsantrasyonu Alan
Seviyesi (%) (mg/mL)
70 0,701400 5045210
80 0,801600 5756527
90 0,901800 6475328
100 1,002000 7187765
120 1,202400 8610774
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Allantoin miktar tayini icin dogrusallik calismasi
y =1 923 654,3758x + 46 657,6486
R2=0,9997
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Sekil 39. Analitik yontem validasyonu allantoin dogrusallik grafigi

Lidokain Hidrokloriir miktar tayini icin dogrusallik ¢calismasi
y =7 119 557,6415x + 52 027,7838
R? = 1,0000
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9000000 —
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Sekil 40. Analitik yontem validasyonu lidokain HC1 dogrusallik grafigi

3.5.2.3.6. Uygulama arahg

Bolim 2.2.5.2.3.6’da belirtildigi sekilde calisilmistir. Sonuglar Tablo 20°de

verilmistir. Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit edilmistir. Etken
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maddenin c¢alisma derisiminin % 70 ile %120 araligi, calisma aralig1 olarak uygun

bulunmustur.

Tablo 20. Uygulama araligi sonuglari

Allantoin Lidokain HCI
Ol¢iim (Alan) (Alan)
Sayisi
Min. (%70) Max. (%120) Min. (%70) Max. (%120)
1 1436055 2394025 5045902 8601810
2 1426919 2397688 5040983 8611387
3 1422670 2392415 5049763 8601293
4 1412649 2389398 5034873 8608127
5 1419935 2397447 5052398 8617932
6 1411910 2393934 5047340 8624094
Ortalama| 1421689,67 2394151,17 5045209,83 8610773,83
SS 9111,80 3131,83 6358,21 9014,26
RSS 0,64 0,13 0,13 0,10

3.5.2.3.7. Dogruluk ve geri elde edilebilirlik

Boliim 2.2.5.2.3.7°de belirtildigi sekilde ¢aligilmistir. Sonuglar Tablo 21 ve Tablo

22’°de verilmistir. Elde edilen sonuglar kabul kriterlerine uygun bulunmustur.
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Tablo 21.

Analitik yontem validasyonu allantoin geri kazanim sonuglari

o (laom 09 06 S5 RS 09
100,42

70 100,20 100,2 0,2 0,2
99,96
99,83

100 99,93 99,9 0,1 0,1
100,10
98,98

130 99,31 99,1 0,2 0,2
99,12
Ortalama (%) | 99,8
SS 0,6
RSS (%) 0,6
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Tablo 22. Analitik yontem validasyonu lidokain HCI geri kazanim sonuglari

Seviye G.eri ka.zamm Ortalama
(%) (Lidokain HCI) (%) SS RSS (%)
(%)
100,20
70 100,82 100,7 0,5 0,5
101,10
99,73
100 100,10 99,8 0,3 0,3
99,52
99,31
130 99,62 99,5 0,2 0,2
99,66
Ortalama (%) 100,01
SS 0,62
RSS (%) 0,62

3.5.2.3.8. Kesinlik
3.5.2.3.8.1. Sistem kesinligi (tekrar edilebilirlik)

Bolim 2.2.5.2.3.8.1°de belirtildigi sekilde c¢alisilmistir. Sonuglarin ortalamasi,
standart sapma (SS) ve rolatif standart sapma (RSS) hesaplanmistir. Elde edilen
sonuglar Tablo 23’te verilmistir. Sonuglarin kabul kriterine uygun oldugu tespit

edilmistir.
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Tablo 23. Sistem kesinligi degerleri

Enjeksiyon Allantoin Standart Lidokain HCI Standart
Sayisi Cézeltisinin Alam Cozeltisinin Alani
1 1989660 7169118
2 1992645 7179661
3 1996963 7192680
4 1994845 7191359
5 1996558 7198914
6 1995334 7194858
Ortalama 1994334,2 7187765
SS 2750,20 11180,97
RSS % 0,14 0,16

3.5.2.3.8.2. Yontem Kkesinligi (tekrar elde edilebilirlik)

Bolim 2.2.5.2.3.8.2’ye uygun olarak miktar tayini numunesi hazirlanip analiz
edilmis ve kabul kriterlerine uygunlugu test edilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo

24’te verilmistir. Elde edilen bu veriler analitik yontemin allantoin — lidokain HCI

miktar tayinini glivenilir bigcimde yaptigin1 gostermektedir.
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Tablo 24. Analitik Yontem Validasyonu Yontem Kesinlik Sonuglari

. Sonug¢ (Mg Sonug¢ (Mg
h : : .
Cihaz Kolon Test Allantoin) Lidokain HCI)
250 mm x 4.6
WATERS 0 0
PLO mm, Sum 2 5,337(%93.9) 5,157(%92.4)
System Seri No: 5,353(93.2) 5,173(%92.7)
4BF37008 3
Ortalama 5,33 5,18
SS 0,02 0,02
RSS % 0,37 0,44

3.5.2.3.9. Saglamhk

3.5.2.3.9.1. Cozelti stabilitesi

Bolim 2.2.5.2.3.9.1°de belirtildigi sekilde c¢alisilmistir. Elde edilen sonuglar 25

°C’de allantoin ve lidokain HCIl test ¢0zeltisinin 48 saat stabil oldugunu

gostermektedir.

3.5.2.4. Skafoldlarin etken madde salim 6zelliklerinin degerlendirilmesi

Skafoldlarin salim 6zellikleri boliim 2.2.5.2.4'te belirtildigi sekilde PBS tamponunda
calistlmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 25 ve Tablo 26'da ve salim grafikleri de
Sekil 41 ve Sekil 42'de gosterilmistir. Skafoldlardan etken madde salim kinetikleri

Tablo 27’de sunulmustur.
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Tablo 25. Allantoin salim ¢aligmasi sonuglari

Formiilasyon

Numarasi 1.saat 3. saat 5.saat 7.saat 9.saat
Ortalama 55,706 81,040 83,692 85,348 86,136

SS 0,461 0,321 0,769 0,690 0,591

F11-1 RSS 0,828 0,396 0,919 0,809 0,686
Ortalama 95,405 96,460 98,269 98,627 97,398

SS 1,026 1,949 0,923 0,931 1,461

F11-2 RSS 1,075 2,021 0,939 0,944 1,500
Ortalama 85,846 95,941 97,065 98,520 95,965

SS 0,366 0,375 1,752 0,945 0,274

F11-3 RSS 0,427 0,391 1,805 0,960 0,286
Ortalama 74,067 90,862 92,756 92,088 92,350

SS 10,572 1,408 0,407 1,446 1,255

F11-4 RSS 14,273 1,550 0,439 1,571 1,359

Tablo 26. Lidokain HCI salim ¢aligmasi sonuglari
F?\;mﬁlasyon 1.saat 3. saat 5.saat 7.saat 9.saat
umarasi

Ortalama 54,474 79,889 82,182 83,449 84,097

SS 0,882 1,220 1,643 1,304 1,183

F11-1 RSS 1,618 1,527 1,999 1,563 1,406
Ortalama 93,740 94,515 94,853 95,179 94,187

SS 0,655 1,598 0,468 0,369 1,364

F11-2 RSS 0,699 1,691 0,493 0,388 1,449
Ortalama 83,177 92,978 92,806 92,866 92,150

SS 1,124 0,976 1,128 1,008 0,980

F11-3 RSS 1,352 1,050 1,215 1,085 1,063
Ortalama 72,618 89,756 90,307 89,892 90,620

SS 9,643 1,164 1,055 1,248 1,220

F11-4 RSS 13,280 1,297 1,168 1,389 1,346
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Tablo 27. Skafoldlarin salim modellerine gore degerlendirilmesiyle elde edilen R?
degerleri

Allantoin R? Lidokain HCI R?
Salim modeli 111 112 113 114 111 112 113 114
0. derece 0,65 0,55 0,51 0,54 0,62 0,53 0,44 0,19
1. derece 0,62 0,46 0,51 0,55 0,60 0,53 0,44 0,19
Higuchi 0,77 0,69 0,66 0,65 0,75 0,67 0,58 0,30

Korsmeyer-Peppas 0,87 0,82 0,93 0,72 0,86 0,80 0,73 0,41

Hickson-Crowell 0,63 0,55 0,51 0,54 0,61 0,53 0,44 0,19

3.5.2.5. Skafoldlarin fiziksel goriiniimiiniin optik mikroskop ile

degerlendirilmesi

Numune yiizeylerinde makroskobik degerlendirilmesi i¢in dijital kameraya
baglanmis (Olympus C-5060) optik mikroskop (Olympus SZX7) kullanilmustir.

Elde edilen verilere gore, ilag yiiklenmemis skafoldlarla elde edilen verilere benzer
sekilde ilag¢ yiikli F11 numarali skafoldlarin yiizeylerinde de makroskobik ¢atlaklarin
ve bilylik boyutta diizensizliklerin olmadigi saptanmistir (Sekil 43).
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Sekil 43. F11-1, F11-2, F11-3 ve F11-4 numarali formiilasyonlarin optik mikroskop goriintiisii (Olgek: A serisi i¢in 4 mm, B serisi igin 2
mm)
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3.5.2.6 Skafoldlarin AFM ile karakterizasyonu

Hazirlanan skafoldlarin AFM ile karakterizasyonu Bolim 2.2.5.2.6’da anlatildigi
sekilde gerceklestirilmis olup Sekil 44-47°de gosterilmistir.
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Sekil 44. F11-1 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 pm x 5 pm tarama)

. m

0.0 0.0 0.0
—00 -00

Sekil 45. F11-2 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 um x 5 um tarama)
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Sekil 46. F11-3 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 pm x 5 um tarama)

n L

0.0 0.0 0.0
0.0

Sekil 47. F11-4 numarali formiilasyon yiizeyin 3 farkli bolgesi incelenerek elde edilen 3B AFM goriintiileri (5 pm x 5 pm tarama)
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3.6. Stabilite Calismasi

Skafold formiilasyonunun stabilite ¢alismasi bolim 2.2.6'da anlatildigr gibi
yapilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 27'de gosterilmis olup, miktar tayini

sonuclarindaki

saglamaktadir (ICH, Q1A(R2)).

degisim

%5'

Aliiminyum blister folyo

i¢inde

ten fazla bulunmayarak ICH gerekliliklerini

skafoldlarin fiziksel goriinlimiinde uygunsuz bir durum tespit edilmemistir.

Tablo 28. F11-4 numarali formiilasyon igin stabilite sonuglari (miktar tayini

bekletilen

caligmast)
Allantoin | Lidokain | Allantoin | Lidokain | Allantoin | Lidokain
0.ay | HCIO0.ay 3.ay | HCl3.ay icin HCl i¢in
Miktar Miktar | Miktar Miktar | Yiizde Yiizde
Tayini Tayini Tayini Tayini | Degisim | Degisim
Kod Sonucu | Sonucu | Sonucu | Sonucu Sonug¢ Sonug¢
9,799 9,602 9,673 9,449 1,286 1,593
F11-4/1
9,562 9,917 9,207 9,437 3,713 4,840
F11-4/2
9,488 9,519 9,576 9,431 -0,927 0,924
F11-4/3
10,071 9,973 9,485 9,439 1,357 2,453
Ortalama
0,162 0,210 0,246 0,009
SS
1,613 2,105 2,592 0,097
RSS

3.7. Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Etken madde yiiklii olan ve olmayan tiim Orneklerin sitotoksisite analizleri Boliim
2.2.7°de belirtildigi sekilde MTT yontemi ile mikroplaka okuyucuda gercgeklestirildi.
Literatiirde de konu ile ilgili caligmalardan yola ¢ikarak, hiicre kiiltiiri calismalari
MKH kullanilarak gerceklestirdi (Grier ve ark.,. 2018; Monnier ve ark., 2018;
Alavarse ve ark., 2017).

MKH hiicreleri ile 24 saat inkiibe edilen F10-1, F10-2, F10-3 ve F10-4
numunelerinde sirasiyla %.124, %128, %.135 ve %107 yasayabilirlik goriiliirken; 48
saat inkiibe edilen ayni numunelerde hiicre yasayabilirligi sirasiyla %.122, %123,

%126 ve %115 olarak gozlenmistir. Etken madde yiikli (allantoin ve lidokain HCI)
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F11-1, F11-2, F11-3 ve F11-4 numunelerinin MKH hiicreleri iizerindeki
sitotoksisiteleri incelendiginde ise; toksik olmadiklari, fakat biyouyumluluklarinin

etken madde yiikli olmayan numunelere gore daha diisiik oldugu goriilmektedir
(Sekil 48).
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Sekil 48. Etken madde yiiklii olan ve olmayan hidrojel {irlinlerinin 24 saat (A) ve 48
saat (B) inkiibasyon siiresi sonundaki MKH hiicreleri tizerindeki hiicre canliligi
sonuglart.
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4. TARTISMA VE SONUC

Yara iyilesmesi yara olusumundan sonra, dokunun eski haline gelmesi esnasinda
tim olaylar1 kapsayan bir siirectir. Bu siirecteki onarim mekanizmalar1 karmasik
olup, farkli hiicre ve dokularin birlikte ¢alismasini gerektirir (Martin, 1997). Yara
tyilesmesi adimlarindan en 6nemlisi rejenerasyon yani hiicre biiyiimesi ve yenilenme
stirecidir. Rejenerasyon siirecinde zedelenen hiicre parankimal hiicreler tarafindan
yenilenir. Yara iyilesme siirecinde, ilk basamaklarda dolasim diizenlenir ve piht1
olusumu saglanir. Béylece kan kaybi engellenmis olur. Ikinci asamada makrofajlar,
notrofiller ve fibroblastlar ile immiin sistem devreye girer. Bir sonraki asama
fibroplazi ve graniilasyon dénemidir. Sonrasinda fibroblast proliferasyonu ile yeni
epitel dokusu olugsmaya baglar. En son asamada ise kollajen fibrillerinin {iretilmesi ile

yara iyilesmesi tamamlanmis olur (Rogers ve Jeschke, 2016; Martin, 1997).

Yara iyilesmesi siiresince doku dehidratasyonunu onlemek, hiicre canliligini-
cogalmasmi desteklemek, anjiogenezi uyarmak, Olii hiicrelerin uzaklastirilmasini
hizlandirmak, biiyiime faktorlerinin hedef hiicrelere baglanmasini kolaylastirmak,
enfeksiyon riskini azaltmak ve hastanin daha az aci ¢ekmesini saglamak, yara
bolgesinin nemli tutulmasini saglamak gibi konularin gerekliliginin anlagilmasiyla
birlikte yara Ortlisii anlayisi da degismistir. Modern yara Ortiileri geleneksel
ortiilerinden farkli olarak, iyilesme i¢in yara tipinin ihtiya¢ duydugu uygun ortam
saglanmak  suretiyle, yukarida  bahsedilen  Ozelliklere  sahip  sekilde
tasarlanmaktadirlar (S. Kumar ve ark., 2004; Boetang ve ark., 2008; Kamoun ve ark.,
2017). Her ne kadar geleneksel yara ortiileri modern yara ortiilerine gore daha az
maliyetli goriinse de uzun vadede bir degerlendirme yapildiginda, modern yara
ortiileri sik sik degistirme gerektirmedikleri ve hizli iyilesme sagladiklar1 igin
ekonomik anlamda da daha avantajlidirlar (Jones ve San Miguel, 2006). Modern yara
ortiilleri kapsaminda; diisiik yapisma Ozellikli ya da yapiskan olmayan tabaka
halindeki oOrtiiler, yari-gecirgen adezif film ortiiler, hidrokolloid ortiiler, hidrofiber
ortiiler, aljinat Ortiiler, hidrojel oOrtiiler, kopiik ortiiler, larva ortiiler ve biyolojik
ortiiler seklinde bir siniflandirma yapmak miimkiindiir (Vowden ve Vowden, 2017;
Boetang ve ark., 2008).
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Yapilan ¢aligma ile allantoin ve lidokain HCI yiiklii kitozan-kollajen skafoldlarin
yara iyilesmesindeki etkenliginin in-vitro salim ve hiicre kiiltiiri ¢aligmalariyla

degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Bu calisma kapsaminda kitozan ve kollajen polimerlerinin secilmesinin nedeni, son
yillarda hem oOrtii materyali olarak, hem de tedaviyi hizlandirict etkisi ile yara
iyilesmesi ic¢in biyomateryallerin kullaniminin 6ncelik kazanmig olmasidir. Yara
oOrtiisi  hazirlanmasinda kullanilan biyomateryaller arasinda fibrin, fibrinojen,
kollajen, hiyaliironik asit, aljinatlar, kitin, kitozan ve elastin gibi dogal polimerler
onemli yer tutmaktadir. Bu dogal ortli materyalleri yara tedavisinde topikal olarak
uygulanan diger sistemlerden ve diger yara Ortiilerinden farkli olarak; biyolojik
acidan uyumlu olmalari, minimum toksisiteye ve immiinojeniteye sahip olmalari,
antimikrobiyaller, biiyiime faktorleri ya da dogal ekstraselliiler matriks bilesenleri
ihtiva edebilmeleri bakimindan {istiinliiklere sahiptirler (Kurtoglu ve Karatas, 2009;
Sezer, 2006). Calismamizda da bu avantajlart gz oOnilinde bulundurularak dogal

polimerler tercih edilmistir.

Yara iyilesmesinin proliferatif evresinde graniilasyonu arttirdig1 bilinen kitozan
yara ve yaniklarin tedavisinde ve kemik iyilesmesinde kullanilmaktadir (Boetang ve
ark, 2008; Senel, 2014). Ilave olarak hemostatik ve yara iyilesmesini hizlandirici
etkileri bildirilmistir (Paul ve Sharma, 2004; Brown ve ark., 2009). Ayrica yiiksek
absorpsiyon kapasitesi eksudali yaralarda kullanilabilirligini arttirmaktadir (Rubina
ve ark.,, 2016). Kitozan kullanilarak antifungal ve antimikotik etki gosteren
formiilasyonlar elde edilebilecegi gibi bakteriyostatik etkileri de literatiirde
bildirilmistir (Sezer, 2006; Senel, 2014). Antiseptik ajanlarin ¢ogunun deri
tizerindeki toksik etkileri ve bakteri direnci gbz Oniinde bulunduruldugunda
formiilasyonda antimikrobiyal etken madde kullanmak yerine biyouyumlu ayni
zamanda da antimikrobiyal 6zellikteki kitozanin tercih edilmesi 6nem kazanmaktadir

(Lawrence 1994).

Kollajen biyoparcalanabilir ve biyouyumlu olmasi, dokulari onarict 6zelligi
bulunmasi, diisiik antijen 6zellik gostermesi ile cerrahide konvansiyonel yontemlerin

yetersiz kaldig1 ya da etkili bulunmadigi yaralarin tedavisinde kullanilan skafoldlarin
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formiilasyonunda siklikla tercih edilebilecek nitelikte bir polimerdir (Wahyudi ve
ark., 2016; Fan ve ark,. 2016).

Literatiirde de kitozan ve kollajenin birbirleri ile (Ramasamy ve Shanmugam,
2015; Fan ve ark., 2016) ya da farkli polimerlerle kombinasyonlar1 sonucu
olusturulmus yara ortiileri tek basina kullanildiklar1 yara ortiilerine gore daha saglam
ve etkili bulunmus (Ti ve ark., 2014; JH ve ark., 2000; Xie ve ark., 2018), dogada
birlikte bulunmayan kollajen ve kitozanin birlikte kullanilmas1 yeni yap1 ve mekanik
Ozelliklere sahip hibrit bir materyal ortaya ¢iktig1 ifade edilmistir (Rubina ve ark.,
2016). Bu durum degerlendirildiginde kitozan ve kollajeni birlikte igeren
formiilasyonlarin hazirlanmasi, kontrol grubu olarak da kitozan ve kollajeni tek

basina iceren skafoldlar ile calismalar yapilmasi uygun goriilmiistiir.

Etken madde olarak allantoin tercih edilmistir. Allantoin doku yenileyici
ozellikleri bulunan giivenli ve toksik olmayan bir etken maddedir (da Silva ve ark.,
2018). Literatirde ayni zamanda allantoinin antiinflamatuvar ve antinosiseptif
ozellikte oldugu da bildirilmistir (Lee ve ark., 2010; Florentino ve ark., 2016). Bu
ozellikleri ile yara iyilesmesi siirecine destek olacagi diisiiniilerek formiilasyonda

kullanilmasina karar verilmistir.

Allantoine ek olarak formiilasyona hasta uyuncunu iyilestirmek amaciyla
lidokain HCI ilave edilmistir. Lidokain HCI etkili ve giivenilir hidrofilik yapida lokal
anestezik Ozellikte bir etken maddedir. Agik yaralarin tedavisinde ve cerrahide
siklikla kullanilmaktadir. Cabuk baslayan etkisi ve diisiik toksisite gdstermesi gibi
diger olumlu oOzellikleri diisiintildiigiinde lokal topikal tasiyicit sistemlerinde

kullanimi cazip hale gelmektedir (Das ve ark., 2013).

Literatiir arastirmasi sonucu belirlenmis olan formiilasyon bilesenlerinin
fizikokimyasal Ozelliklerinin tespit edilmesi amaciyla deneylere ve bu iki etken
maddenin miktar tayinin yapilabilmesi i¢in kullanilacak HPLC yonteminin
gelistirilmesi ve validasyonu calismalarina baslanmistir. Analizlerde kullanilacak
metotlarin belirlenmesinde farmakope ve literatiirden yola ¢ikilmistir. Allantoinin
¢oziinlirliik ¢alismasinda Avrupa farmakopesi allantoin monografi miktar tayini

boliimiinde belirtilen potansiyometrik titrasyon yontemi kullanilmigtir. Coziinme
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ortami olarak in-vitro salim calismalar1 diisiiniilerek PBS pH:7,4 belirlenmistir.
Allantoin bu ortamdaki ¢oziintirliik degeri 11,583 + 0,244 mg/mL bulunmus olup bu
degerin literatiir ile uyumlu oldugu gorilmiistiir

(http://chemagent.ru/prodavtsy/download/1583/1463/19, Erisim tarihi: 8 Temmuz

2018). Allantoinin erime noktasi tayini sonucu 225 °C’de eridigi tespit edilmistir ve
bu sonu¢ EP 9.0 monografinda bildirilen deger ile uyumlu bulunmustur. Allantoinin
kurutma kaybi tayini sonucu %0,016 olarak bulunmustur. EP 9.0’da allantoinin
kurutma kayb1 sonucunun %0,1'den az olmasi gerektigi bildirildiginden sonug
literatlir ile uyumludur (EP 9.0 Allantoin Monograph). Allantoinin FT-IR analizi
yapilmistir. FT-IR analizi sonucu goriilen piklerin (Sekil 13) allantoine ait oldugu ve

allantoinin saf oldugu literatiir ile dogrulanmigtir (Alam ve Ahmad, 2015).

Lidokain HCI’nin ¢oziiniirliik ¢alismasinda ¢éziinme ortami olarak in-vitro salim
calismalan diistintilerek PBS pH:7,4 belirlenmistir. Lidokain HC1’nin bu ortamdaki
¢oztiniirlik degeri 104,092 mg/ml+1,096 mg/mL bulunmustur. Lidokain HCI’nin
erime noktasi tayini sonucu 77 °C’de eridigi tespit edilmistir ve bu sonu¢ EP 9.0
monografinda bildirilen 74 °C — 79 °C aralig1 ig¢indedir. Lidokain HCI’nin su igerigi
tayini sonucu %6,3 olarak bulunmustur. EP 9.0’da etken maddenin kurutma kaybi
sonucunun %5.5 — %7.0 aras1 olmas1 gerektigi bildirildiginden sonug literatiir ile
uyumludur (EP 9.0 Lidocaine Hydrochloride Monograph). Lidokain HCI’nin FT-IR
analizi yapilmistir. FT-IR analizi sonucu goriilen piklerin (Sekil 14) lidokain HCI’e
ait oldugu ve lidokain HCI’nin saf oldugu literatiir ile dogrulanmistir (Badawi ve
ark., 2016).

Formiilasyonda kullanilan polimerler olan kollajen ve kitozanin da FT-IR
spektrumlar1 incelenmis ve elde edilen verilerin bu polimerlerin karakteristik FT-IR

spektrumlari ile uyumlu oldugu saptanmustir.

Fizikokimyasal oOzellikleri uygun bulunan etken maddeler ve formiilasyon
bilesenlerinin birlikte kullanilmasinin uygun oldugunun ispatlanmasi1 amaciyla
gecimlilik calismalarina gecilmistir. Gegimlilik g¢aligmalar1 tasarlanan preparatin
stabilitesi ile ilgili de bilgi verici niteliktedir. Bu c¢alisma kapsaminda allantoin,
lidokain HCI ve kiitlece esit miktarda Allantoin-Lidokain HCI igeren toz karigiminin

karsilagtirilmali DSC termogramlari, IR spektrumlari ve TAM-IV grafikleri
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yorumlanmis olup, etken maddeler arasinda ge¢imsizlik olarak degerlendirilebilecek
bir bulguya rastlanmamistir (Sekil 17-20). Polimerler arasi ve formiilasyon
bilesenlerinin tamami arasindaki gecimliligin degerlendirilmesi i¢in de fiziksel
karisimlar hazirlanarak IR 6lglimleri yapilmis ve formiilasyon bilesenlerinin ge¢imli

oldugu sonucu elde edilmistir (Sekil 21-22).

Sonuglarin  uygun bulunmasimi takiben Onformiilasyon ve formiilasyon
calismalarina baslanmistir. Bu asamada skafoldlarin hazirlanmasi igin sigir asil
tendonundan elde edilen kollajen 0,5 M asetik asit ¢ozeltisi i¢inde derisimi 1 mg/mL
olacak sekilde ¢ozilindiiriilmiistiir. Bu halde kollajen ¢ozeltide monomer halinde
bulunacagindan 1 M NaOH ile damla damla eklemek ve manyetik karistiricida 1000
rpm hizda karistirmaya devam etmek suretiyle noétralizasyonu yapilmistir. Cozelti bu
sekilde 72 saat oda sicakliginda karistirilmis ve gézlenmistir. (Yuan ve ark., 2013; Ti
ve ark., 2014; Ravindran ve ark., 2010). Kollajenin yeterince ¢dziinmemesi sonucu
karistirma  isleminin literatiirden yola g¢ikilarak 4°C’de su banyosunda
tekrarlanmasina karar verilmistir. Kollajen zor ¢6ziinen bir polimerdir, karistirma
sicakliginin diisiirtilmesi ile uzun karistirma siiresi siirecinde polimerin stabilitesini
korumasi ve jellesmesinin 6nlenmesi amaglanmistir (Caliari ve ark., 2011; Doyle,
2017). 24 saat karigtirma siiresi sonunda istenilen ¢oziinme gerceklesmistir. Daha
sonra hazirlanan formiilasyonlarda formiilasyonlarin, polimerlerin jellesmesi
nedeniyle manyetik karistiricida homojen karigmayabilecegi diisliniilmiis ve bu
durumu diizeltmek amaciyla homojenizator kullanimi gerekliligi ortaya ¢ikmustir.
Ayrica bu adim karigtirma siirecini de hizlandirmistir. Bu sekilde diger
formiilasyonlara gore ozellikleri iyilestirilmis F6 kodlu formiilasyonlarin (6zellikle
sadece kollajen iceren F6-5 kodlu formiilasyonun) optik mikroskop goriintiilerinde
gozlemlenebilecek uygunsuz yiizey Ozelliklerinin giderilmesi de amaglanmustir.

Benzeri bir uygulama literatiirde de goriilmiistiir (Caliari ve ark., 2011).

Kitozan skafoldlarin hazirlanmasi i¢in molekiil agirligi 100.00-300.000 arasinda
olan toz halindeki kitozan tercih edilmis olup kollajen i¢in oldugu gibi 0,5 M asetik
asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu halde kitozan ¢6zeltide monomer halinde
bulunacagindan 1 M NaOH ile damla damla eklemek ve manyetik karistiricida 1000

rpm hizda karistirmaya devam etmek suretiyle nétralizasyonu yapilmistir. Cozelti bu
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sekilde oda sicakliginda karistirtlmis ve gozlenmistir (Ti ve ark., 2014; Ravindran ve
ark., 2010). Kitozan ¢ozeltisi i¢in nétralizasyon islemi ¢ozelti pH's1 4.0, 6.0 ve 7,4
olacak sekilde damla damla 1 M NaOH eklenmesi suretiyle gerceklestirilmistir
(Humberto ve ark., 2015).

Kollajen/kitozan skafoldlarin hazirlanmasi igin ¢ozeltilerin ayr1 ayri hazirlanip
istenilen hacimsel oranlarda karistirilmasi ile son ¢ozeltinin elde edildigi ve tiretimde

iki polimer i¢in tek ¢ozelti hazirliginin yapildigi ¢aligmalar degerlendirilmistir.

Bahsi gegen hazirlama yontemleri 10 mg/mL polimer konsantrasyonu ile tekrar
edilmis olup 25 °C oda sicakligi, 60 °C etiiv ve 30 °C etiiv kosullarinda 4 mL
polimer ¢ozeltisi ortalama 10 mm? kadar alana sahip skafold kaliplarma dokiilmiis
cozeltilerin kuruma o6zellikleri gozlemlenmistir. Ek olarak noétralizasyon islemi
gerceklestirilmeden polimer soliisyonlar1 hazirlanarak degerlendirmeler yapilmistir
(Tablo 3). Bu galisma ile en uygun sonuglar iki polimer i¢in de pH 6,0 olarak
notralizasyonun yapildigi, 30 °C etiiv ortamimda kurutulan, homojenizatoriin
kullanildigr F10 kodlu skafoldlarda gozlemlenmistir. Formiilasyon gelistirme
caligmalar1 sirasinda elde edilen %100 kollajen iceren F6-5 numarali formiilasyona
ait optik mikroskop verisi skafoldun yilizeyel oOzelliklerini iyilestirmek adina

homojenizatdr kullanimi gerekliligini desteklemektedir.

Onformiilasyon ¢alismalar1 sonras1 optimize edilen F10 kodlu formiilasyon ile

caligmalara devam edilmesine karar verilmistir.

Allantoin ve lidokain HCI etken maddeleri polimerlerin 0,5 M asetik asitte
¢oziindiiriilmesi asamasinda eklenmis olup, 1000 rpm hizda manyetik karistirici ile
¢oOzelti i¢inde ¢okelti gériinmeyene kadar ¢oziindiiriilmiistiir. Literatiir de gbz 6niinde
bulundurularak yiikleme dozu 100 mg polimere 5 mg Allantoin ve 5 mg Lidokain
HCI tekabiil edecek sekilde belirlenmistir
(https://www.medicines.org.uk/emc/product/4821/smpc, Erisim tarihi: 14.04.2018;
Tasar ve Kayaalp, 2009) (Tablo 4).

Formiilasyon c¢aligsmalarin1 takiben etken madde yiiklenmeden hazirlanan
skafoldlarin karakterizasyon calismalarina baslanmistir. Bu kapsamda skafoldlarin

kalinliklarinin degerlendirilmesi, FT-IR ¢alismasi, skafoldlarin fiziksel goriinlimiiniin
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optik mikroskop ile degerlendirilmesi, AFM ile karakterizasyon ve skafoldlarin
sisme Ozelliklerinin  degerlendirilmesi, hidrolitik ve in-vitro degradasyon

Ozelliklerinin incelenmesi gibi ¢alismalar yapilmistir.

Skafoldlarin kalinlik 6l¢timleri degerlendirildiginde kalinligin formiilasyondaki

kitozan miktari ile dogru orantili olarak arttig1 sdylenebilmektedir (Sekil 8).

Yapilan FT-IR c¢alismasi sonuglart literatiir ile uyumlu bulunmus ve skafold
spektrumlarinda beklenmeyen bir pik tespit edilmemistir (Sekil 23) (Fernandes ve
ark., 2011; Ungureanu ve ark., 2015).

Optik mikroskop ile elde edilen verilerde, 6n formiilasyon ¢alismalar1 sonrasinda
elde edilen yiizeylerin Ozelliklerinin oldukc¢a diizeldigi gozlenmistir, numune
yiizeylerinde makroskobik catlaklarin, polimer kiimelerinin, ve biiyiikk boyutta
diizensizliklerin olmadig1 saptanmustir (Sekil 24-26). Yiizeylerin morfolojik
ozelliklerini degerlendirmek amaciyla skafoldlar AFM ile degerlendirilmistir. Elde
edilen verilere gore kitozan skafoldlarin yiizey piriizliligii (roughness) oldukca
yiiksek bulunmustur (Sekil 27). Bu, kitozanin kristal yapisindan kaynaklanmaktadir
ve elde edilen veri literatiir ile uyumludur (Lewandowska ve ark., 2015; Rinaudo,
2006; Soni ve ark.,, 2016). Skafoldlardaki kitozan oran1 distik¢e, yiizey
piiriizliliigiinde bir azalma gozlenmistir ve sadece kollajenden iiretilen skafoldlarin
(Sekil 31) morfolojik 6zelliklerinin sadece kitozandan elde edilen skafoldlardan

farkli oldugu saptanmigtir.

Etken madde icermeyen skafoldlarda yapilan sisme ¢alismasinda agirlik¢a yiizde
degisimin en fazla F10-5 kodlu formiilasyonunda gergeklestigi goriilmektedir (Sekil
32, Tablo 9). F10-5 kodlu formiilasyonda 1. giin sonunda yiizde agirhk degisimi
203,328’tir ve buna kollajenin ¢ok iyi bir hidrojel olmas1 ile yapisinda ¢ok fazla su
tutabilmesinin  neden oldugu distinilmektedir. Yapisinda hi¢  kollajen
bulundurmayan F10-1 kodlu formiilasyonda ise agirlik¢a degisimin 1. giin sonunda
35,518 oldugu goriilmistiir. Bu formiilasyonda diger formiilasyonlara gére daha
diisiik deger elde edilmesinin nedeni de yapisinda kollajen olmamasi seklinde
yorumlanmigtir. F10-1 kodlu formiilasyonda ilk 24 saatten sonra meydana gelen

agirliktaki yiizde azalisin hidrolitik degradasyona bagli oldugu ve yapisinda kollajen
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iceren formiilasyonlarda kollajenin  yiiksek oranda su tutmasmin, bu
formiilasyonlarda zamana bagl olarak gézlenmesi beklenen hidrolitik degredasyonu

maskeledigi diisiiniilmektedir.

Skafoldlarin 37 °C'de inkiibasyona birakilmasi ve daha sonra tamamen
kurutularak tartilmasi ile yapilan hidrolitik degradasyon c¢alismasi incelendiginde
tiim skafoldlarin zamanla hidrolitik degredasyona ugradigi gézlenmistir. Elde edilen
verilerden yola ¢ikarak formiilasyonlarin yapisindaki kollajen orani arttikea,
hidrolitik degredasyona daha az ugradigi saptanmistir. Sadece kollajen kullanilarak
hazirlanan F10-5 numarali formiilasyonda 1. ve 2. haftalarda, 3. haftaya ve diger
formiilasyonlara kiyasla daha az agirlik kaybinin oldugu gozlenmistir. (Sekil 33).
Literatiirde de yapilan bir ¢alismada skafold formiilasyonundaki kitozan miktarinin
arttikga hidrolitik degradasyon miktarinin arttigi bildirilmistir (Niu ve ark., 2009).
Kollajenaz enzimi kullanilarak yapilan enzimatik degradasyon ¢alismasinda
literatiirde de bildirildigi iizere kollajen igerigi yiiksek olan F10-3, F10-4 ve F10-5
formiilasyonlarinda daha fazla oranda degradasyon meydana gelmistir. Kollajenin
pahali bir materyal olmasi, ¢oziinmesinin uzun siirmesi ve stabilite problemleri
nedeniyle %100 kollajen igeren skafold formiilasyonuna etken madde

yiklenmemistir (Ti ve ark., 2014).

Etken madde yiiklenmis skafoldlarda FT-IR ¢alismasi, skafoldlara ilag yiikleme
etkinliginin degerlendirilmesi, optik mikroskop ve AFM ile karakterizasyon, ve
skafoldlarin etken madde salim oOzelliklerinin degerlendirilmesi ¢alismalari
yuriitiilmiistir. Skafoldlara ilag yiikleme etkinliginin degerlendirilmesi ve etken
madde salim calismalar1 kapsaminda validasyon calismalar1 yiirlitiilmistiir. Son
olarak skafoldlar stabilite ¢alismasi ve hiicre kiltirii ¢alismalart ile

degerlendirilmistir.

Yapilan FT-IR c¢alismasi sonuglart literatiir ile uyumlu bulunmus ve skafold
spektrumlarinda beklenmeyen bir pik tespit edilmemistir (Sekil 35) (Fernandes ve
ark., 2011; Ungureanu ve ark., 2015). Elde edilen FT-IR spektrumlarinda etken
maddelere ait karakteristik pikler gozlenmemistir. Bu duruma etken maddelerin
formiilasyon igerisinde 100 mg polimere 5 mg etken madde olacak sekilde

bulunmasinin neden olabilecegi diisiintilmektedir.
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Validasyonu yapilan HPLC ¢alismasi ile lidokain HCI ve allantoin miktar tayini
gerceklestirilmis  olup, etken maddelerin skafoldlara hedeflenilen oranda

yiiklenebildigi tespit edilmistir (Tablo 12-13).

Lidokain HCI’nin ¢oziiniirliik, etken maddelerin miktar tayini ve in-vitro salim
calismasinda kullanilmak tlizere HPLC cihazinda analitik yontem gelistirilmis ve
geligtirilen yOntemin giivenilirligi i¢in validasyon islemleri gergeklestirilmistir.
Analitik yontemde mobil faz olarak asetonitril ve fosfat tamponu (80:20) karigimi
kullanilmigtir. Akis hiz1 1,0 ml/dk olarak belirlenmis ve enjeksiyon hacmi 5 ul olarak
ayarlanmustir. Allantoin ve Lidokain HCIl etken maddelerinin alikonma zamanlari

sirast ile 2,5 dk ve 8,7 dk olarak bulunmustur.

HPLC yontem validasyonunda spesifiklik, sistem uygunluk, tespit limiti,
hesaplanabilirlik limiti, dogrusallik, uygulama araligi, dogruluk, kesinlik ve
saglamlik validasyon ¢alismalart ICH kriterleri dikkate alinarak gergeklestirilmistir
(ICH, Q2(R1)).

HPLC validasyonu i¢in yapilan spesifiklik c¢aligmasinda etken maddelerin
alikonma zamanlarinda plasebodan ve c¢oziiciiden gelen herhangi bir pik tespit
edilmemistir. Ana pikin, safsizlik pikinden ayrildigir ve tiim piklerin saf oldugu
gozlenmigtir (Tablo 14, Sekil 36-38). Bu parametre i¢inde taginma etkisi de

calisilmis olup tasinmanin limitler dahilinde oldugu gézlenmistir.

Sistem uygunluk kriterini degerlendirmek tlizere yapilan ¢alismada allantoin i¢in
alt1 enjeksiyon % RSD degeri 0,1, Lidokain HCI i¢in alt1 enjeksiyon %RSD degeri
0,2 olarak bulunmustur. Sonuclarin %?2'den kii¢iik olmasi kabul kriterine uygun

olduklarini gostermektedir.

HPLC validasyonu i¢in yapilan teshis ve tayin sinirlar1 etken maddelerin ¢ok
diisiik konsantrasyonlarinin HPLC ile 6lgilimiiniin saglanabildigini gdstermektedir.
Yapilan ¢alismada teshis ve tayin smirt olarak allantoin ve lidokain HCI etken
maddeleri i¢in siras1 ile LOD=0,5 pg/mL, LOQ=0,1 pg/mL ve LOD=0,1 pg/mL,
LOQ=0,3 pg/mL bulunmustur. Elde edilen sonuglarla gelistirilen metot ile etken

maddelerin ¢ok diisiik konsantrasyonlarinin 6l¢iilebilecegi goriilmiistiir.

130



HPLC validasyonu dogrusallik ¢aligmalar1 allantoin ve lidokain HCI igin 0,7,
0,8, 0,9, 1 ve 1,2 mg/mL konsantrasyonlariyla gerceklestirilmistir. Calisma sonucu
HPLC’de goriilen alan degerleriyle ¢alisilan konsantrasyon degerlerinin iligkisinin
dogrusal oldugu goriilmiistiir (Sekil 39 ve Sekil 40). Sonuglara uygun olarak ¢izilen
kalibrasyon egrisinin determinasyon katsayist (R2) allantoin ve lidokain HCI etken

maddeleri i¢in sirast ile 0,9997 ve 1,0000 olarak, kalibrasyon denklemleri de

y = 1923654,3758x + 46657,6486 ve y = 7119557,6415x + 52027,7838 olarak

bulunmustur.

Uygulama aralig1 parametresi ¢alisiimis ve etken maddenin ¢alisma derisiminin

% 70 ile % 120 aralig1, ¢aligma aralig1 olarak uygun bulunmustur.

HPLC validasyonu i¢in yapilan dogruluk ve geri elde edilebilirlik ¢alismasinda
0,7, 1,0 ve 1,3 mg/mL konsantrasyonlariyla calisilmisitir. Gergeklestirilen dogruluk
ve geri elde edilebilirlik ¢aligmalart sonucu elde edilen degerlerle (Tablo 21-22)
hesaplanan % geri elde edilebilirlik degerlerinin ortalamasi, SS ve RSS degerleri

gelistirilen analitik yontemin dogrulugunu gostermektedir.

HPLC validasyonu icin yapilan kesinlik calismasi i¢in kalibrasyon egrisi
¢iziminde kullanilan konsantrasyonlardan 1 mg/mL ile gergeklestirilmistir. Kesinlik
caligmas1 dahilinde tekrar edilebilirlik ve tekrar elde edilebilirlik caligmalar
sonuclarinin %RSD degerleri 2’den kiiciik bulunmustur (Tablo 23 ve Tablo 24). Elde
edilen bu veriler analitik yontemin allantoin-lidokain HCI miktar tayinini giivenilir

bicimde yaptigin1 gostermektedir.

HPLC validasyonu ig¢in yapilan saglamlik calismasinda test ve standart
¢ozeltileri kullanilmistir. Elde edilen sonuglar 25 °C’de allantoin ve lidokain HCI test

¢ozeltisinin 48 saat stabil oldugunu gostermektedir.

Etken maddelerin salim 6zelliklerinin degerlendirilmesi i¢in yapilan ¢alismada
iki etken madde i¢in de tiim skafoldlarda 1. saat sonunda %50'nin iizerinde sonuglar
elde edilirken 9 saat sonunda etken madde saliminin %85'ten fazlasi ger¢eklesmistir
(Sekil 41-42). Bu veriler 1s1ginda iki etken maddenin de skafoldlardan hizlica

salindig1 sdylenebilmektedir. Bu durum da yara acisinin hemen giderilmesi ve yara
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iyilesme silirecinin hizlica baslamasi bakimlarindan olumlu bir tablo teskil
olusturmaktadir (Tablo 25-26). Skafoldlardan hem allantoinin hem de lidokain
HCl’in salim kinetikleri incelenmistir. 0. derece, 1. derece, Higuchi, Korsmeyer-
Peppas ve Hickson-Crowell modellerine gore etken maddelerin salim ozellikleri
degerlendirilmistir. Analiz sonucunda elde edilen R? degerleri Tablo 27°de

sunulmustur. En yiiksek R? degeri Korsmeyer-Peppas modelinde bulunmustur.

Etken madde yiiklii skafoldlar lizerinde gergeklestirilen optik mikroskop (Sekil
43) ve atomik kuvvet mikroskobu (Sekil 44-47) calismalari, etken madde igermeyen
formiilasyonlar i¢in yapilan ¢alisma sonuglar ile ortiismekte ve etken maddenin

skafoldlarin topografik 6zelliklerine olumsuz bir etkisi olmadigi gériilmektedir).

En yiiksek miktarda kollajen ihtiva eden etken madde yiiklenmis F11-4 numarali
formiilasyon ile 3 paralel ile 25 °C = 2 °C / %60 bagil nem £+ %5 bagil nem
kosulunda 3 aylik stabilite ¢alismasi yiiriitiilmiistiir (Tablo 27). Stabilite galigmasi
sonucunda tiim paralellerin %5'ten daha az degisim gosterdigi ve ICH gerekliliklerini
karsiladiklar1 gortilmistiir (ICH, Q1A(R2)). Ambalaj materyali kimyasal olarak aktif
bir materyal olmayan alliminyum blister folyo olarak tasarlanan skafoldlar, stabilite
kabinine de bu sekilde konulmus olup, 3 ay sonunda gorsel incelemede uygunsuz bir

durumla karsilagilmamustir.

Son asamada etken madde yiiklenmemis F10-1, F10-2, F10-3, F10-4 numarali
formiilasyonlar ve etken madde igeren F11-1, F11-2, F11-3, F11-4 numarah
formiilasyonlar ile hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilmistir. Etken madde yiiklii olan ve
olmayan tiim Orneklerin sitotoksik etki gdstermedikleri, basta doku miihendisligi ve
rejeneratif tip da dahil olmak iizere bir¢ok alanda potansiyel olarak kullanimlarinin

uygun oldugu sonucuna varilmistir (Sekil 48).

Tim yapilan c¢aligmalar 151831inda, kitozan ve kollajen polimerlerinin yara
iyilesmesi siirecine katkilar1 degerlendirildiginde birbirlerini destekleyici 6zellikte
olduklar1 goriilmektedir. Allantoin yiiklii kitozan-kollajen yapida skafold c¢alismasi
bulunmamasi, ilave olarak hasta uyuncunu olumlu etkileyebilecek Lidokain HCI

formiilasyona katkilar1 goéz Oniinde bulunduruldugunda yapilan g¢alismanin fark
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yarattigt ve tasarlanan yara Ortiisiiniin ticari preparatlara alternatif olarak

degerlendirilebilecegi diisliniilmektedir.
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