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OZET

RUTIN HIDRAT iICEREN NANOLIF YAPILI YARA ORTUSU GELISTIRILMESI,
IN VITRO VE IN VIVO DEGERLENDIRILMESI

Sinan OZER
Farmasotik Teknoloji Anabilim Dali
Anadolu Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Haziran 2023
Danigsman: Dog. Dr. Evrim YENILMEZ

Deri, viicudu zararli dis etmenlere karsi korumanin yaninda, ¢esitli fizyolojik
gorevleri de bulunan bariyer bir organdir. Bunlara ek olarak insanin giizel, bakimli ve
¢ekici olma arzusunun birincil sart1 saglikli bir deriye sahip olmaktir. Deri sagliginda,

deri biitiinliigiiniin bozulmasina yol agacak sekilde olusan degisikliklere yara ad1 verilir.

Yara iyilesmesi birbirini takip eden, oldukg¢a karmasik ti¢ siiregten olugsmaktadir.
Yaklasik 48 saat stiren ilk asamada kan kaybinin ve mikrobiyal bulasin dnlenmesi gibi
acil cevaplar goriiliir. Ardindan yaklasik 10 giin siiren ve iyilesme siirecinin ana odagi
olan yeni doku olusumu yani ikinci asama baglar. Damarlar tekrar olusur. Son olarak
yeniden modelleme yani liglincli asama baglar ve ikinci asamada gelisiglizel olusan
proteinik yapilar eski halini alir. Oksidatif stres gibi yara iyilesme mekanizmalarina engel
olan etmenlerin ortadan kaldirilmasi, yara iyilesme hizini ve derinin ilk haline kusursuz
sekilde geri donme ihtimalini arttiracaktir. Sahip oldugu serbest radikal siipiiriicli ve
kolajen iiretimini destekleyici 6zelliklerden &tiirii Rutin hidrat’in yara iyilesme siirecinin
ozellikle birinci ve ikinci agamalarinda iyilesmeye pozitif etki gosterdigi bilinmektedir.
Ancak sahip oldugu disik ¢o6ziiniirlik gibi ¢esitli dezavantajlar1 Rutin hidrat’in
tedavideki potansiyelini azaltmaktadir. Nanolifler arttirilmis yiizey alan1 sayesinde Rutin
hidrat’1n diisiik ¢oziintirliik problemini ortadan kaldirmaya yardim ederken ayn1 zamanda
gozenekli yapisi sayesinde rejenerasyona yardimci olan hiicre ilerlemesi i¢in de gerekli

iskelet yapisini olusturma 6zelligi gostermektedir.

Bu tez ¢alismas1 kapsaminda yara Ortiisii olarak kullanilmaya uygun ag yapis1 gibi
iistlin Ozellikleri nedeniyle elektroegirme yontemi ile rutin yiiklii nanolif yara ortiileri
gelistirilmis, in vitro ve in vivo olarak degerlendirilmesi yapilmuistir.



Anahtar sozciikler: Rutin, nanolif, yara ortiisii, Taguchi metodu, eksizyonel yara modeli

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF NANOFIBER PATCH FORMULATION CONTAINING
RUTIN HYDRATE, IN VITRO AND IN VIVO EVALUATION

Sinan OZER
Department of Pharmaceutical Technology
Anadolu University, Graduate School of Health Sciences, June 2023

Supervisior: Assoc. Prof. Dr. Evrim YENILMEZ

The skin is a barrier organ that has various physiological functions as well as
protecting the body against harmful external factors. Besides, the primary condition of
human desire to be beautiful, well-groomed and attractive is to have a healthy skin.

Changes in skin health that lead to impaired skin integrity are called wounds.

Wound healing consists of three consecutive, highly complex stages. Firstly,
inflamation stage with immediate responses such as prevention of blood loss and
microbial contamination, occours immediately and lasts approximately 48 hours. Then,
the new tissue formation phase, which is the fundamental of wound healing, begins.
Finally, the randomly formed proteinic structures are restored in remodelling phase.
Elimination of factors that interfere with wound healing mechanisms, such as oxidative
stress, will increase the rate of wound healing and the possibility of perfect recovery of
the skin to its original state. It is known that rutin will have a positive effect on healing,
especially in the first and second stages of the wound healing process, due to its free
radical scavenging and collagen production-supporting properties. However, various
molecular disadvantages such as low solubility reduce the therapeutic potential of Rutin
hydrate. Thanks to its increased surface area, nanofibers help to eliminate the low
solubility problem and show the necessary skeletal structure for cell progression, which

helps regeneration thanks to its porous structure.

Within the scope of this thesis, Rutin-hydrate loaded nanofibers were developed by

electrospinning method and evaluated in vitro and in vivo for use as a wound dressing.

Keywords: Rutin, nanofiber, wound dressing, Taguchi method, excisional wound model
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ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Bu tezin bana ait, 6zgiin bir ¢alisma oldugunu; ¢calismamin hazirlik, veri toplama,
analiz ve bilgilerin sunumu olmak {izere tiim asamalarinda bilimsel etik ilke ve kurallara
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gosterdigimi ve bu kaynaklara kaynakcada yer verdigimi; bu calisgmanin Anadolu
Universitesi tarafindan kullanilan “bilimsel intihal tespit programi”yla tarandigini ve
hi¢cbir sekilde “intihal i¢ermedigini” beyan ederim. Herhangi bir zamanda, ¢alismamla
ilgili yaptigim bu beyana aykir1 bir durumun saptanmast durumunda, ortaya ¢ikacak tiim

ahlaki ve hukuki sonuclar1 kabul ettigimi bildiririm.
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1. GIRIS VE AMAC

Yara en basit tanimiyla deri ya da mukoza biitiinliiglinlin bozulmasidir. Yara
tyilesmesi, enflamasyon, yeni doku olusumu ve yeniden modelleme - olgunlasma gibi
cesitli hiicresel ve biyokimyasal olaylar1 igeren karmasik bir stiregtir. Potansiyel yara
iyilestirici 6zellikleri arastirilan dogal bilesikler arasinda, flavonoidler antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri nedeniyle ilgi gormektedir. Bir¢ok bitkide bulunan bir flavonoid

olan Rutinin de yara iyilesmesini basaril1 bir sekilde hizlandirdig: bilinmektedir.

Son yillarda, nanolif yapili yara ortiileri, benzersiz fiziksel, mekanik ve biyolojik
ozelliklerinden dolay1 geleneksel yara ortiilerine umut verici alternatifler olarak ortaya
cikmugtir. Nanolif yara ortiileri, enfeksiyonu 6nlemek, fazla eksiidanin uzaklastirilmasini
kolaylastirmak ve hiicre c¢ogalmasini desteklemek i¢in koruyucu bir bariyer
saglayabilmektedir. Ayrica, nanoliflerin genis yiizey alan1 ve yiiksek gézenekliligi, ¢esitli
etkin maddelerin, biiytime faktorleri ve peptitler gibi biyolojik molekiillerin tasinmasini

saglamaktadir.

Bu tezde, etkin madde olarak Rutin hidrat iceren nanolif yara ortiilerinin
gelistirmesi amaglanmigtir. Nanolif yara ortiilerinin elde edilmesi i¢in Polivinil alkol
(PVA) ve Eudragit® L100 olmak iizere iki farkl1 polimer kullanilmistir. PVA, ilag tasiyici
sistemlerde yaygin olarak kullanilan, biyolojik olarak uyumlu bir polimerdir. Eudragit
L100 ise etkin madde salimini kontrol etmek i¢in kullanilabilen, pH'a duyarli ve biyolojik

olarak parcalanmayan bir polimerdir.

Tez kapsaminda, Rutin hidrat yiiklii nanolif yara ortiisii formiilasyonlart
gelistirilmis ve elde edilen nanolifler in vitro ve in vivo olarak degerlendirilmistir. /n vitro
caligmalar kapsaminda, nanoliflerin fizikokimyasal ve mekanik 6zelliklerinin yaninda
etkin madde salim profilleri ve anti oksidan aktivitesi de incelenmistir. /n vivo ¢alismalar
kapsaminda ise eksizyonel yara modeli olusturulan ratlar iizerinde iyilesme oranlar

kontrol grubu kullanilarak degerlendirilmistir.

Ozetle, tez calismamiz Rutin hidrat yiiklii nanolif yara értiileri gelistirmek igin yeni
bir yaklagim sunarken yara tedavisinde etkili olan potansiyelleri hakkinda bilgi

vermektedir.



2. LITERATUR BIiLGiSi
2.1. Deri

Insan viicudunun en biiyiik organidir. Yaklasik 2 m? yiizey alani, 4 kg agirligi, 1,5-
4 mm arasinda degisen kalinlig1 ve hidrofobik 6zelligi ile deri, yalitim ve fiziksel direng
saglayarak viicudu gevresel stresten koruyan bir bariyerdir (Falco, Pisano, ve Luca, 2014;
Fenner ve Clark, 2016; Gilaberte vd., 2016). UV radyasyon, fiziksel ve kimyasal
travmalar, patojenler gibi zararli dis etmenlere, transepidermal su ve elektrolitlerin kaybi1
gibi olas1 i¢ etmenlere kars1 bariyer gérevinin yani sira deri, viicut 1sisin1 diizenleme,
duyusal algi, bazi1 maddelerin emilimi, yag, su depolama, D vitamini sentezleme ve
depolama, immiinolojik reaksiyonlar ve hormonlarin sentezi gibi bir¢ok diger gorevi de
iistlenmektedir (Gilaberte vd., 2016; McKnight, Shah, ve Hargest, 2022; Sevgi Akarsu
Ozlem Ozbaggivan, 2016). Tiim bunlara ek olarak deri, enfeksiyonlar1 &nleyen
antimikrobiyal peptidler, biyolojik etkileri olan hormonlar, ndropeptitler ve sitokinleri de
tiretir (Leis vd., 2019).

Insan derisi kendisini olusturan hiicre ve doku tiplerine gére katmanlara ayrilmistir.
Hiicreler her katman igerisinde bag dokular1 araciligiyla birbirine baglanarak katmana
Ozgii dizilisler olustururlar. Cildin 1 santimetre karelik alani ortalama 5 kil kokii
6.000.000 hiicre, 15 yag, 100 ter bezi, 200 agr1 reseptdrii, 12 soguk ve 2 sicak olmak iizere
14 1s1 reseptorii, 400 cm sinir lifi ve i¢ katmanlarinda 100 cm kan damart igerir. Deri,
viicudun farkli bolgelerinde, bolgenin ihtiyacina gére modifikasyonlara sahiptir. Avug igi
ve ayak altinda deri kilsizken viicudun geri kalanindaki derinin tamaminda kil folikiilleri
bulunur. Ayrica kilsiz bolgeler diger bolgelere oranla daha siki ve kalin bir epidermise
(Gorsel 2.1) sahiptir ve enkapsiile duyu reseptorleri bu bolgelerde daha yogundur (Falco
vd., 2014; Yadav vd., 2019).

Deri, Sekil 2.1°de goriildiigl gibi epidermis ve dermis olarak adlandirilan iki ana
katman ve dermisin altinda bu katmanlara destek olan, ¢ogunlugunu adipositlerin (yag
hiicreleri) olusturdugu hipodermisten meydana gelmektedir. Deri ve deri uzantilar1 ayni
zamanda sag folikiilleri, tirnaklar, yag ve ter bezlerini igeren tiirev yapilarini da igerir

(Falco vd., 2014; Fenner ve Clark, 2016; Gilaberte vd., 2016; Leis vd., 2019).
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Sekil 2.1. Derinin Basit Anatomisi (Abdo, Sopko, ve Milner, 2020)

Deriyi olusturan tabakalardan epidermis ektoderm kokenlidir ve genel olarak
keratinositlerden olusur. Epidermisi, hipodermise baglayan dermis ise mezoderm
kokenlidir ve epidermisin aksine genel olarak deriye saglamlik ve esneklik saglayan
ekstraseliiler matriks proteinleri kolajenden ve daha az miktardaki elastinden meydana
gelir. Kolajen ve elastin proteinlerini olusturan fibroblastlar ise bu yapilarin arasinda
daginik olarak bulunur (Arda, Goksiigiir, ve Tiiziin, 2014; Biggs vd., 2020; Uysal, Oltulu
Duygu, ve Ozdil, 2016; Yadav vd., 2019).

Sc Sg Ss Sb

Gorsel 2.1. Deri Anatomisinin Histolojik incelenmesi (Arda vd., 2014)

Ed, epidermis; De, dermis; Sc, boynuzsu katman (stratum corneum); Sl, dnleyici katman (stratum
lucidum); Sg, tanecikli katman (stratum granulosum); Ss, dikensi katmani (stratum spinosum); Sb, bazal
katmani (stratum basale); Hf, kil folikiilii; Sg, yag bezleri; Sd, ter bezi kanali; A, erektor kaslar; Kirmizi

ve mavi oklar rete sirtlari; sar1 oklar dermal papillalar



Gorselde (a- Ayak bagparmaginin volar yiizeyinin uzunlamasina kesitinin 1s1k
mikrografi, b- Yanagin uzunlama kesitinin 151k mikrografi) epidermisin ayak tabani gibi
bolgelerde kalinlastigi ve bu bolgelerde kil folikiilii bulunmadigr goriilmektedir (Arda
vd., 2014).

Viicudun tiim organlar1 gibi deri de yaslandikca c¢esitli degisikliklere ugrar.
Bebeklikte nispeten daha ince, su kaybina daha yatkin, enfeksiyon ve diger zararl
uyaranlara karsi daha zayif bir bariyer islevine sahipken, yetiskinlikte bu islevlerin
gelismesiyle cilt fizyolojisi, ¢cevresel etkilere kars1 optimum korumay1 saglamaya baslar

(McKnight vd., 2022).

Yaglanmanin insan derisi iizerinde gozle goriiliir, belirgin bir etkisi vardir. Yasamin
yaklasik otuzuncu yilindan itibaren epidermis incelmeye baslar, dermisin kolajen
iceriginde her yi1l %1 oraninda azalmalar meydan gelir. Her ne kadar UV 1sinlarinin
kolajen sentezinde yikici bir etkisi olsa da bu %1’lik azalma UV iginlarina maruz
kalinmayan bolgelerde de goriildiigi icin UV 1sinlarindan  bagimsiz  olarak

gerceklesmektedir (McKnight vd., 2022).

Yaslanmayla birlikte epidermal kok hiicre belirteglerinde azalmalar goriilmesi ve
yash insan derisinden izole edilen keratinositlerin gen¢ insan derisinden izole edilenlere
gore daha kisa replikatif dmre sahip olmasi yaslanmanin, yara onarimini dogrudan
engellemese de yara iyilesmesi siireglerinin tamaminda siireci negatif yonde etkileyen bir

etmen oldugunu géstermektedir (Rittie ve Fisher, 2015).

Deri sahip oldugu ¢esitli mekanizmalar sayesinde mekanik kararliliga sahiptir.
Birbirine komsu keratinositlerin desmozomlar ve tonofilament ag orgiisii ile birbirlerine
baglanmasi epidermal kararlilik saglayan 6rneklerden biridir. Ayrica epidermis ve dermis
arasindaki dalgali baglanti da mekanik kararlilik saglayan bir diger olusum olarak
gosterilebilir. Epidermis, dermis igerisine uzanan epidermal ¢ikintilarin (rete sirtlari) ve
epidermise ¢ikint1 yapan dermal halkalarin (dermal papilla) birbirine kenetlenmesiyle
dermise baglanir; bdylece katmanlar arasinda bag olusturan yiizey alani arttirtlir (Abdo
vd., 2020). Deri dikey kesitle incelendiginde ortaya ¢ikan ve rete sirtlari olarak
adlandirilan bu ozellesmis dalgali baglantilar, deriyi viicut ici yapilarin hareketleri
nedeniyle olusabilecek kesme travmasina (shear trauma) karsi koruyan bir mekanik

dayaniklilik saglar (Falco vd., 2014).



Deri, kendi katmanlarinin disinda biiyiik oranda steril olan viicudun i¢ kismu ile,
mikrobiyal olarak kontamine olmus ¢evre arasinda koruyucu bir bariyer olmasi nedeniyle
cesitli ve aktif bir mikrobiyata ile kolonize edilmektedir (Egert ve Simmering, 2016).
Bagirsaklarimizdakilere benzer sekilde bu mikrobiyata da istilaci patojenlere karsi
korunmada, bagisiklik sistemimizin gili¢lendirilmesinde ve dogal iriinlerin

parcalanmasinda 6nemli rollere sahiptir (Byrd, Belkaid, ve Segre, 2018).

2.1.1. Epidermis

Boynuzsu Katman (Stratum Corneum)

Onleyici Katman (Stratum Lucidum)

Tanecikli Katman (Stratum Granulosum)

Dikensi Katman (Stratum Spinosum)

Bazal Katman (Stratum Basale)

Sekil 2.2. Epidermis katmanlarinin sematik gosterimi (Yousef, Alhajj, ve Sharma, 2017)

Epidermis, yassi yapida epitel katmanlardan olusan, derinin en dis tabakasidir
(Montagna, Kligman, ve Carlisle, 2012). Kalinlig1 genellikle 0,05 mm (g6z kapag) ile
1,5 mm (avug i¢i ve ayak tabani) arasinda degismektedir. Epidermiste yer alan hiicrelerin
biiytik kismini keratinositler olusturur. Keratinositler ince deride dort, kalin deride bes
tabaka seklinde siralanarak epidermisin yapisin1 olustururlar. Epidermiste ayrica
keratinositlerin aralarina dagilmis bigimde lenfositler, Langerhans hiicreleri, melanositler
ve Merkel hiicreleri de yer alir (Arda vd., 2014; Fenner ve Clark, 2016; Rousso ve Bassiri-
Tehrani, 2015).



Epidermis, dermis ile arasinda yer alan bazal membrandan baglayarak, i¢ten disa
dogru sirasiyla bazal katman (Stratum basale), dikensi katman (stratum spinosum),
tanecikli katman (stratum granulosum), 6nleyici katman (stratum lucidum) ve boynuzsu
katmandan (stratum korneum) olusur (Sekil 2.2). Epidermis kendisini yas, viicut bolgesi
gibi faktorlere gore degisen 15-30 giinliik bir siirecte yeniler. Bazal katmanda boliinen
keratinositler korneum katmanina dogru ilerleyerek epidermisin kendisini yenilemesine
yardimer olur. Bu yenilenme siirecinde iist katmanlara dogru ilerleyen keratinositler
yassilagir ve hiicre cekirdekleri de sitoplazmada gerceklesen bu yassilasmaya ayak
uydurarak yassilagirlar. Bir siire sonra ¢ekirdekler kaybolarak hiicreler canliligint yitirir.
Bu siire¢ nedeniyle her bir katmanda keratinositlerin katmana 6zgii sekilleri vardir. Gorsel
2.1°de goriildiigii gibi dnleyici katman kalin deride yer alirken ince deride kaybolur.
(Arda vd., 2014; Montagna vd., 2012; Rousso ve Bassiri-Tehrani, 2015; Akarsu ve
Ozbaggivan, 2016).

Epidermis ile dermis arasinda, lamina lucida ve lamina densa olarak ikiye ayrilan
bazal membran bulunur. Lamina lucida dogrudan bazal keratinositlerin altinda yer
alirken, daha kalin olan lamina densa dogrudan dermis ile temas halindedir. Epidermis
avaskiiler yapist nedeniyle dermisin, epidermise yakin papiller bolgesinde yer alan
subpapiller damar agindan (Sekil 2.1) lamina lucida ve lamina densa araciligiyla
difizyon ile beslenir (Wortsman vd., 2013).

2.1.2. Dermis

Epidermis ile hipodermis arasinda yer alan fibr6z ve elastik cilt tabakasidir. Cildin
dayanikliligini, giiclinii ve esnekligini saglar. Kalinligr 0,3 mm (goz kapagi) ile 3 mm
(sirt) arasinda degisiklik gosterir. Bu nedenle epidermise gore ¢ok daha kalin bir
yapidadir. Papiller dermis ve retikiiler dermis olmak iizere iki farkli katmandan olusur

(Fenner ve Clark, 2016; Gilaberte vd., 2016; Mohamed ve Hargest, 2022).

Dermis, epidermise hem besleyici hem de yapisal destekte bulunur. Esas olarak bag
dokusundan olusan dermiste yogun olarak yer alan lenfatik sistem uzantilari, Sinir
dokular1 ve kan damarlar1 deriye beslenme ve duyusal algilama 6zelliklerini kazandirir.
Dermisi olusturan esas hiicreler fibroblastlardir. Ancak bunlarin yaninda fibrositler, kan
ve lenf damarlarinin yapisal hiicreleri gibi stromal hiicreleri ayrica miyeloid ve lenfoid

bagisiklik hiicrelerini de bulundurur. Epidermisin aksine hiicreler arasi matriks bilesenleri



oldukga fazla bulunur. Bu bilesenlerin yaklasik %70’ini cildin saglamligindan sorumlu
kolajen proteini olustururken, kalan kismin1 cilde esneklik veren elastin ve bu proteinleri
bir arada tutan ve proteoglikanlari i¢eren bir mukopolisakkarit olusturur. Proteoglikanlar
dermisin viskoz yapisindan ve hidrasyonundan sorumlu proteinlerdir. Ayrica kil kokaii,
yag ve ter bezleri gibi ¢esitli deri bilesenleri bu tabakada yer alir (Fenner ve Clark, 2016;
Mohamed ve Hargest, 2022).

2.1.3. Hipodermis

Deri alt1 dokusu olarak adlandirilan hipodermis tabakasi, gevsek bir bag dokusu
arasina yerlesmis adipositlerden olusan bir yag dokusu olarak da bilinir. Dermisin
retikiiler katmanmin altinda yer alir ve genisligi viicut bolgesi, kisinin beslenme
aligkanliklar1 gibi parametrelere gore degisiklik gosterir. Viicut igin 1s1 yalitimi, yedek
enerji kaynagi ve mekanik koruma saglayan deri katmanidir. Ayrica derinin, altta yer alan
iskelet ve kas dokulari tizerinde kayarak hareket etmesine olanak saglar. Hipodermiste
vaskiiler sistemin genis bir kilcal ag1 bulunur. Bu nedenle enjeksiyon i¢in de sikga tercih
edilen bir bolgedir. Ek olarak, aromataz enzimi ile androstenedionu estrona doniistiirmesi,
tokluk hormonu olarak bilinen leptini salgilamasi nedeniyle de endokrin bir organ olarak
kabul edilir (Arda vd., 2014; Gilaberte vd., 2016).

2.2.  Yara lyilesmesi

Canlilarin bozulan organ fonksiyonlarini, basit doku onarimlarindan tam organ
yenilenmesine kadar gesitli sekillerde tamir etme ve eski haline getirebilme yetenekleri
dogada secici bir avantaj ve hayatta kalma faktorii olmus ve olmaya devam etmektedir.
Tek hiicrelilerden, gelismis organizmalara kadar tiim canlilarda yasamin en 6nemli
destekgilerinden birisi olan saglam bir dis kilifa sahip olma ve bu saglamligi devam

ettirebilme de dogada hayatta kalabilmenin gerekliligidir (Reinke ve Sorg, 2012).

Yara, basitce normal anatomik yapidaki bir dokunun fonksiyon kaybi olacak
sekilde biitiinliigiiniin bozulmas1 durumudur. Insanlar i¢in oldukca degerli olan bu dis
kilifin eski haline getirilme siireci olan yara iyilesmesi ise bir¢ok hiicre tipinin ve
iriinlerinin is birligi sonucu bir dizi molekiiler ve hiicresel olaydan olusan oldukga
karmasik bir biyolojik siiregtir. Yetigkinlerde yara iyilesme siireci yara izi (skar) adi
verilen fibrotik bir doku kiitlesine yol agar. Bu siire¢ 6zellikle yaslanma, diyabet, orak

hiicre hastalig1 gibi yara iyilesmesini negatif etkileyen etmenlerin varliginda daha uzun
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stireli yara izleri birakmaktadir. Bunun aksine fetal donemde olusmus yaralar fibroz
olugmadan rejenerasyon ile iyilesmektedir. Ayrica diger bazi canlilarin yetiskin yagamlari
boyunca da rejenerasyon yani dokuyu yeniden olusturma yeteneklerini siirdiirmeleri goz
oniline alindiginda yara iyilesmesinde fibroz olusumunu azaltarak doku yenilemenin
saglanabilecegi yontemler tartisilmalidir (Gonzalez vd., 2016; Gurtner vd., 2008; Reinke
ve Sorg, 2012; Rodrigues vd., 2019).

Bir yaralanma meydana geldikten sonraki anlarda, doku biitiinliigii ve homeostazin
yeniden saglanmasi igin, ¢esitli hiicre i¢i ve hiicreler arasi yolaklar oldukga koordineli bir
sekilde aktive olur. Bagisiklik sisteminin hiicresel bilesenleri, kan pithtilagsma faktorleri
ve enflamatuar yollar aktive edilir. Bagisiklik hiicreleri (nétrofiller, monositler, lenfositler
ve dendritik hiicreler), endotel hiicreleri, keratinositler ve fibroblastlar dahil olmak {izere
bir¢ok hiicre tipi, gen ekspresyonunda ve fenotipinde belirgin degisikliklere ugrayarak
hiicre ¢ogalmasina, farklilasmasina ve gogiine yol acar. Bu yanit basarili olur ve
yaralanma organizmanin Oliimiiyle sonuclanmazsa, yara iyilesme siireci hiicre
proliferasyonuna karsilik gelen rejenerasyon ve bununla birlikte kolajen birikiminin
getirdigi 6zel skar yapilarinin olusmasi ile sonuglanir (Gonzalez vd., 2016; Gurtner vd.,
2008).

Yara, seker hastaligi gibi kronik, kalp krizi gibi akut bir hastaligin sonucu olarak
veya kesilme, yanma, delinme gibi disaridan gelen bir miidahale ile olusabilir. Etiyolojisi
her ne olursa olsun, yaralarin 1yilesmesi benzer stirecler lizerinden ilerler. Cogu durumda,
iyilesme sonucu derinin bariyer fonksiyonu ve gerilme mukavemeti ilk haline yakin
duruma erigmektedir. Bununla birlikte, orijinal cilt yapisinin tekrar elde edilebildigi
rejeneratif bir slire¢ olan dogum Oncesi yara iyilesmesinden farkli olarak, yetiskinlerde
yara iyilesmesi, yara i¢in hizli bir yama gorevi goren fibrotik bir skar ile sonuglanir. Bu
yabanci olusumun ilgili organ fonksiyonlarini engelleyici yonde etkileri olmaktadir. Deri
tizerindeki esnekligin azalmasi, his kaybi gibi hayati 6nem tasimayan sonuglar ortaya
cikartirken, kalp krizi gibi durumlarda olusan miyokardiyal skar dokusu konjestif kalp
yetmezligi ile sonuclanabilir. Yine karaciger sirozu ve bazi akciger fibroz formlarinin,
toksin aracili hasara kars1 fibrotik yanitlardan kaynaklandigi diisiiniilmektedir (Gurtner
vd., 2008; Rodrigues vd., 2019).

Skar dokusunun olugsma mekanizmasi tam olarak belirlenemese de fetal donemde skar

dokusunun  olusmamasimin  bagisiklik  sisteminin  olgunlasmamis  olmasiyla
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iliskilendirilmesi nedeniyle bagisiklik sistemi kaynakli oldugunu savunan hipotezlerin
yaninda yara iizerinde olusan mekanik strese kars1 verilen hiicresel yanit kaynakli oldugu
diisiincesi de yer almaktadir. Evrimsel gelismede skar dokusunun olusma nedeninin
enfeksiydz mikroorganizmalarin yarayi istila etmesini 6nlemek ve daha biiylik dokularin
devam eden mekanik deformasyonunu engellemek oldugu diisiiniilmektedir. Farelerde
yapilan c¢aligmalarda omurilik yaralanmasi sonucu noronlar biiylimesine ragmen glial
hiicrelerin skar olusumunu stimiile etmesi sonucu iyilesme engellenmektedir. Ancak skar
olusumunu engelleyecek sekilde yapilan kesiler sonucu noronlarin tekrar baglandigi
goriilmektedir. Anlagildigr gibi fibrotik iyilesmenin, rejeneratif bir siirece donmesini
saglayacak bir fibrotik yaniti yavaslatma manipiilasyonu, kok ve Onciil (progenitdr)
hiicrelere, rejenerasyon ile yara tedavisini saglayacak yeterli zamani1 verecektir (Gurtner
vd., 2008; Rodrigues vd., 2019; Singh, Young, ve McNaught, 2017).

a Kil

Dermis Epitel Hiicreleri
D(e:I'il;A;:;Tal?a;(a Fibroblast Platalet ) Ter Bezi
lermis. ibroblas = - ]
Yag B .
Notrofil ag ezl‘(olajen Kapiler damar

b

Yeni Kan Damari

Monosit Graniilasyon
dokusu

Sekil 2.3. Yara iyilesme asamalari (a- enflamasyon, b- yeni doku olusumu ve c- yeniden modelleme)
(Gurtner vd., 2008)

Deride gergeklesen bir yaralanmaya kars1 insan viicudunun yanit1 enflamasyon,
yeni doku olusumu (proliferasyon) ve yeniden modelleme (remodelling) olmak tizere ii¢

temel asamadan olusur. Bazi ¢alismalarda enflamasyon 6ncesi kanamanin durmasi gibi
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dengelenme olaylari hemostaz adi altinda dordiincii bir agsama olarak literatiire gegmistir.
Ancak bu tez kapsaminda hemostaz asamasi enflamasyonun bir bolimii olarak ilk
asamaya dahil edilecektir. Yara onariminin ilk asamasi doku hasarindan hemen sonra
ortaya cikar. Bu asamada pihtilagsma ajanlari, enflamasyon metabolizmasi ve bagisiklik
sisteminin bilesenleri, kan ve sivi kayiplarini engellemek, 6lii ve devitalize (6lmekte olan)
dokular1 ortadan kaldirmak ve enfeksiyonu énlemek igin devreye girer. Ikinci asama
lyilesme siirecinin ana odagidir. Yara ylizeyinin kaplanmasi, graniilasyon dokusunun
olusumu ve vaskiiler agin restore edilmesini kapsar. Keratinositler araciligiyla
epitelizasyon yeniden saglanir. Fibroblastlar ve miyofibroblastlar, esas olarak olgun
yaranin biiyiikk kismini olusturan kolajeni ve hiicre dis1 matris tiretir. Damarlar tekrar
olugsmaya baslar. Bu siirecin sonunda yara bir fermuar gibi kapanir (Gurtner vd., 2008;
Reinke ve Sorg, 2012).

2.2.1. Enflamasyon

Doku hasarindan hemen sonra hizla baslayan asamadir. Hemostaz ile baslayan ve

enflamasyon ile devam eden viicudun ilk miidahalesi olarak tanimlanabilir.
2.2.1.1. Hemostaz

Vaskiiler hasardan sonra kanamayi durduran yara iyilesmesinin baslangicidir.
Vazokonstriksiyon, birincil hemostaz ve ikincil hemostaz olmak {iizere ii¢ adimda
gerceklesir. Bu siirecte yer alan kritik hiicre trombosit, kritik matris bileseni ise
fibrinojendir. Normal durumda, endotel hiicrelerinden salinan nitrik oksit (NO) ve
prostasiklin gibi anti-trombotik ajanlar, trombositlerin saglikli damardaki endotel hiicre
tabakasina yapigsmasini ve birbirleriyle bir kiimelenme olusturmasini engelleyerek damar
icerisinde serbestce dolagsmasini saglarlar. Ancak endotel yapida olusan bir yaralanma
durumunda kanda bulunan trombositler hizlica hasarli bolgede kiimelenir ve ardindan
fibrinojenlerden olusan fibrinler trombositlere bir ag yapisi kurarak saglamlik verir

(Rodrigues vd., 2019; Singh vd., 2017).

Deri yaralandiginda, kanamayr durdurmak igin ortaya g¢ikan ilk tepki damar
duvarlarinin vazokonstriksiyonudur. Daha sonra, subendotelyal matris i¢inde ortaya
cikan kolajene trombosit agregasyonu ile trombosit tika¢ olusmasi sonucu birincil
hemostaz gergeklesir. Hemen ardindan ikincil hemostaz baslar. Trombosit tika¢ adi

verilen gevsek yapinin saglamlastirilmasi i¢in fibrinojenden fibrin aglari olusur. Fibrin
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aglar1 agiklik {izerinde gegici bir yapi iskelesi kurarak trombosit tikacini destekler ve
saglam bir piht1 (trombiis) olusturur. Ayn1 zamanda bu ag, yara iyilesmesi i¢in gerekli
olan ¢esitli hiicreler igin gegici bir yap1 iskelesi saglar. Pihtilasma siirecinin
tetiklenmesinde intrinsik ve ekstrinsik olmak iizere iki farkl1 yol gorev alir. Intrinsik yol
hasarli damar tarafindan, ekstrinsik yol ise hasarli doku tarafindan goénderilen sinyallerle

gerceklesir (Reinke ve Sorg, 2012; Rodrigues vd., 2019; Singh vd., 2017).

2.2.1.2. Enflamasyon

Yaralanma sonrasi derinin bariyer o6zelligi kaybolur. Bu nedenle, hemostaz
sirasinda baslayan enflamasyon asamasinin da temel amaci istilact mikroorganizmalarin

potansiyel zararlarini 6nlemektir.

Yaralanmadan hemen sonra 16kosit kemotaksisi adi1 verilen nétrofillerin yaraya
dogru gogii baslar. Cesitli organizmalar iizerinde yapilan ¢alismalar, yarada hizlica
gerceklesen H2O2 iiretiminin enfeksiyonlart en aza indirdigini, keratinosit
rejenerasyonunu aktive ettigini, ndtrofilleri topladigini ve yeni damar olusumunu

destekledigini gostermistir (Rodrigues vd., 2019; Singh vd., 2017).

Notrofiller, yaradaki hiicresel kalintilar1 ve bakterileri yok etmek i¢in {i¢ ana
mekanizma kullanir. Hiicre i¢i graniillerinden aktoferrin, proteazlar, nétrofil elastaz ve
katepsin gibi toksik bilesikler salarak patojenlerle savasir. Ayrica NETosis adi verilen bir
stirecle patojenleri yakalayan notrofil hiicre dis1 tuzaklar1 (Neutrophil extracellular traps
— NET) iiretirler. Ugiincii olarak nétrofiller yarada fagositoz gergeklestirir. Yiizey
reseptOrlerini ve integrinleri kullanarak antijenleri arastirirlar ve antijenleri yutan
fagositik bir oyuk olustururlar. Nétrofillerin ortamdan dogru zamanda uzaklagmasi
inflamasyonun ¢oziilmesi igin kritiktir. Notrofiller apoptoza ugrayarak, eferositoz yoluyla
makrofajlar tarafindan yutularak veya ters migrasyon adi verilen bir siirecle tekrar
dolasima girerek yaray1r terk ederler. Notrofil eferositozun aktive edilmemesi,
notrofillerin pargalandigi sekonder nekroza yol acarak proinflamatuar ve sitotoksik
molekiillerin salinmasina ve doku hasarinin artmasina neden olabilir. Kalic1 nétrofiller
diyabetik ayak tilserleri, basi lilserleri ve venoz bacak iilserlerinde goriildiigli gibi uzamis
bir inflamatuar durumuna ve sonug olarak kronik yaralarin ortaya ¢ikmasina neden olur
(Rodrigues vd., 2019; Singh vd., 2017).
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Kemik iliginde iiretilen monositler damar liimeni i¢indeki i¢ endotel duvarinda
stirekli yuvarlanir ve hasar olup olmadigini arastirir. Yaralanma sonucu trombositlerden
ve hasarli hiicrelerden salinan kimyasal haberciler tarafindan yaraya ¢ekilirken,
makrofajlara doniliserek damar disina ¢ikarlar. Yaralanmadan yaklasik 2-3 giin sonra
makrofajlar yaralanma bolgesinde en yiiksek derisime ulasir ve biiytime faktorlerinin,
kemokinlerin ve sitokinlerin salgilanmasinin yani sira patojenlerin ve hiicre kalintilarinin
fagositozunu devam ettirerek siireci destekler. Yaradaki erken makrofajlar, kemik
iliginden daha fazla monosit ¢ekmek ve makrofaj tepkisini artirmak i¢in monosit
kemoatraktan protein (MCP)-1 salgilar. Bu makrofajlar ayrica patojenlerin fagositozuna
aktif olarak katilirlar. Enflamatuar fazin sonunda makrofajlar, yara iyilesmesinin
enflamatuvar fazinin sonunu isaret eden 6lmekte olan nétrofilleri yutar. Makrofajlar,
TGF-B ve EGF gibi biiyiime faktorlerini barindirir. Bu nedenle inflamatuar yaniti
diizenlemenin yaninda yeni doku olusumu asamasinin baslamasinda, anjiyogenezi
uyarmada, graniilasyon dokusu olusumunu artirmada 6nemlidir. Lenfositler ise yarada 72
saat sonra ortaya ¢ikar ve hiicre dis1 bir matriks iskelesi ve kolajen iiretimi yoluyla yara
iyilesmesini diizenlemede onemli olduklar1 disiinilir (Abazari vd., 2022; Enoch ve
Leaper, 2008; Gonzalez vd., 2016; Rodrigues vd., 2019; Singh vd., 2017).

Ayrica makrofajlar yaranin yeniden modellenmesi sirasinda, iyilesmis cildi
homeostatik bir duruma getirmek i¢in hem hiicre kalintilarin1 hem de asir1 hiicreler arasi

matriksi yeniden olusturabilmek i¢in fagositik bir rol iistlenirler (Rodrigues vd., 2019).

Yara iyilesmesinin enflamatuar fazi, ihtiya¢ oldugu siirece devam ederek yaradaki
tiim bakteri ve kalintilarin tamamin1 temizlenmesini saglayacaktir. Bununla birlikte, uzun
stireli iltihaplanma, genis doku hasarina, gecikmis proliferasyona yol acabilir ve kronik

bir yara olusumuyla sonuglanabilir (Singh vd., 2017).

2.2.2. Yeni doku olusumu

Yaralayic1 uyaran sona erdiginde, hemostaz saglandiginda, inflamatuar yanit
dengelendiginde ve yara artiklardan arindirildiginda, yara iyilesmesi kaskadinin
proliferatif agamas1 baglar. Bu karmasik siire¢, yaklasik 10 giin siiren ve ayni anda
meydana gelen graniilasyon dokusu olusumu, anjiyogenez, kolajen birikimi ve
epitelizasyonu igerir. Bu nedenle yerel fibroblastlar fibrin ag1 boyunca gog¢ ederken ve

yara kenarlarindan epitelizasyon baslarken ayn1 zamanda kapiller filizlenme araciligiyla
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neovaskiilarizasyon ve anjiyogenez de baslar. Fibroblastlar tarafindan kolajen,
fibronektin ve yara iyilesmesi icin gerekli diger temel maddelerin sentezi, doku
bosluklarinin kapatilmasini, restorasyonu ve yaranin mekanik giicliniin arttirilmasin
destekleyen yeni bag dokusu matrisinin temelini olusturur (Cafiedo-Dorantes ve Cafiedo-

Ayala, 2019; Reinke ve Sorg, 2012; Singh vd., 2017).

Enflamasyonu takiben saglikli fibroblastlar hemostatik pihtidan salinan biiyiime
faktorleri (agirliklt olarak TGF-B ve PDGF tarafindan) tarafindan ¢ogalip yaraya go¢
etmek tizere uyarilir. Boylece tiglincii glinden itibaren yara, hiicre dis1 matriks proteinleri
(hyaluronan, fibronektinler ve proteoglikanlar) olusturan ve ardindan kolajen ve
fibronektin {ireten fibroblastlar agisindan zengin hale gelmeye baslar. Yara yerinde
pihtinin yerini alan pembe, vaskiiler, fibroz, graniilasyon dokusu olusur. Bu doku, saglam
deride goriilenden daha gevsek ve farkli bir kolajen dagilimina (daha yiiksek oranda tip 3
kolajen) sahiptir. Yeterli hiicreler aras1 matriks olusturulduktan sonra, fibroblastlar ya
apoptoza ugrar ya da bir miyofibroblast fenotipine doniisiir ve yalanci ayaklar gelistirir.
Bu sayede ¢evredeki fibronektin ve kolajen proteinlerine baglanmalar1 kolaylasir ve
boylece yaranin kontraksiyonuna yardimci olmalar1 saglanir. Miyofibroblastlar ayrica
(Matriks metalloproteinaz) MMP aktivitesine aracilik ederek anjiyogenezi tesvik eder
(Enoch ve Leaper, 2008; Rodrigues vd., 2019; Singh vd., 2017).

Etkili yara iyilesmesi i¢in anjiyogenez kritik neme sahiptir. Hiicre proliferasyonu
ve doku rejenerasyonunun saglanmasi igin gerekli besinlerin dokuya ulastirilmasi ve
oksijen homeostazinin siirdiiriilmesi neovaskiilarizasyona yani yeni kan damari
olusumuna baghdir. Baslangigta yaranin merkezi avaskiilerdir ve yalnizca yara
kenarindaki hasar gormemis kilcal damarlardan difiizyona araciligiyla beslenir.
Anjiyogenez siireci ilerledikge, yara boyunca saglikli damarlarin dallanmasiyla zengin
bir kilcal damar ag1 olusur (Cafiedo-Dorantes ve Canedo-Ayala, 2019; Rodrigues vd.,
2019; Singh vd., 2017).

Yeniden epitelizasyon, yara kenarinin bazal tabakasindaki mevcut keratinositlerin
ve yakindaki kil folikiillerinden veya ter bezlerinden gelen epitel kok hiicrelerinin gogii
ve farklilasmasiyla gergeklesir. Yaralanmadan birkag saat sonra, saglam kalan epidermal
keratinositler, yara kenarlarindan gog¢ ederek agikta olan yara alani iizerinde biitiin bir
keratinosit tabakasindan olusan hassas bir hiicre ortiisii olusturmaya baslar. Yaklasik 24
saat icerisinde hiicre gogii tamamlanir. Ardindan artan stokin derisimindeki degisiklikler
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ile birlikte epitel hiicreler hareketli bir fenotipten, proliferatif bir fenotipe gegerek
epidermisin tabakalarin1 tekrar olusturmaya baslar. Yeniden epitelizasyonun
gerceklesebilmesi igin yeterli sayida yerlesik kok hiicrenin yara boélgesinde bulunmasi
gereklidir (Abazari vd., 2022; Enoch ve Leaper, 2008; Rodrigues vd., 2019; Singh vd.,
2017).

2.2.3. Yeniden modelleme - olgunlasma

Yara iyilesmesinin, yara izi olusup olusmayacaginin ve yaranin tekrarlayip
tekrarlamayacaginin belli olacagi son asamasidir. Tamamlanmasi bazen aylar bazen de
yillar alabilir. Bu asamanin temel amaci, graniilasyon dokusundaki hiicre dis1 matrisin
bozulmasi ve tekrar sentezlenmesi yoluyla yeniden modellenerek, iyilesen derinin orijinal
gerilme  kuvvetine yaklagsmasin1  saglamaktir. Yeniden modelleme fazinda
neovaskiilasyon geriler, hiicreler arast matriks periyodik olarak birikmeye baslar ve
boylece graniilasyon dokusu skar dokusuna doniigiir. Bu nedenle olgunlasan yaralar
avaskiiler ve aseliiler olarak karakterize edilir (Gonzalez vd., 2016; Reinke ve Sorg, 2012;
Rodrigues vd., 2019; Singh vd., 2017).

PAPILLER DERMIS . /“/
- 3

RETIKULER (ALT) DERMIS

FiZYOLOJIK DERI

YARA iYILESMESI

HASARELDER! - e SURECINDEKI DERI
\ - e i iYiLESMi$ DERI
-:.o’-. ™ \a”i \\:-\
g U !
=D £ . Bt
\ ‘ 2
NN

(b) (R e [

’ ¢ |
i . ~ .

HASARLI DERI YARA iYILESMES] IYILESMIiS DERI

Gorsel 2.2. Normal deri ile iyilesmis derinin karsilastirilmasi (a- Normal deri, b- yaralanmis deri, c- yara
iyilesmesi siirecindeki deri, d- iyilesmis deri) (Tottoli vd., 2020)

14



Yara iyilesmesinin yeniden epitelizasyon asamasi gerceklestiginde, graniilasyon
dokusunda yogun miktarda bulunan kolajen 11l miktar1 giderek azalir ve yerini kolajen
I’e birakir. Kolajen Tip | molekiillerinin sayisi artar, molekiiller kalinlasir ve paralel
olarak yerleserek doku i¢in artan bir gerilme dayaniklilig1 saglanir. Bu siiregte hyaluronan
ve fibronektin gibi hiicreler aras1 matriks glikoproteinlerinde de azalmalar goriliir. Yara
iyilesme siireci tamamlandiginda, graniilasyon dokusu i¢indeki miyofibroblastlar apoptoz
gegirir. Bu nedenle yaranin yeniden modellenmesi sonrasi deride hipertrofik skarlarin
olusmasi beklenir. Rejenerasyon ile gergeklesen fetal yara iyilesmesinin aksine,
yetiskinlerde yara kapandiktan sonra tam olarak iyilesmesi miimkiin olmayan sag
folikiilleri, ter bezleri gibi subepidermal uzantilarin ciddi yaralanmalardan sonra iyilesme
veya yeniden bilylime potansiyeli yoktur. Ortaya ¢ikan skarin epidermisi, rete sirtlarindan
yoksun olmasi nedeniyle yara iyilesmesinden sonra yaralanmamis deriden daha farklidir.
Gorsel 2.2 incelendiginde epidermisin dermis ile baglantisin1 olusturan rete sirtlart ve
dermal papillalarin yok oldugu, epidermisin diizlestigi, dermis tabakasinda yer alan
fibroblastlarin, kan damarlarinin azaldigi, papiller ve retikiiler dermisin yapilarinin
bozuldugu, hiicreler arasi matriks agisindan ¢ok yogun oldugu goriilmektedir. (Gonzalez
vd., 2016; Gurtner vd., 2008; Reinke ve Sorg, 2012; Rodrigues vd., 2019; Singh vd.,
2017; Tottoli vd., 2020).

2.3. Yara Tedavisi

Gegmisten bugline yara tedavisinde uygulanan birgok strateji bulunmaktadir.
Giincel olarak kullanilan yara tedavi yontemleri “Geleneksel” ve “Rejeneratif” olarak
siniflandirilabilir. Geleneksel tedavi, estetik ve olasi fonksiyonel degisikliklerden
bagimsiz olarak skar olusumuna yol agmaktadir. Geleneksel yontemler ampirik,
tiimdengelim ve dogrulanmamis kdkenlere bagli olmasina ragmen ¢ok uzun zamandir
kullanilmast ve basarisini kanitlamasi nedeniyle bu yontemlere olan bir baglilik
goriilmektedir. Bu baglilik yenilik¢i yontemlerin gelismesinin dniinde kismen bir engel
olustursa da son yirmi otuz yilda, yaralarin ve patofizyolojilerinin klinik olarak
anlasilmasindaki ilerlemeler sayesinde yaralarin tedavisinde rejeneratif tedavi yontemleri
gelistirilmistir. Rejeneratif yara tedavisi, biyomedikal arastirmalarda yeni ve hizla gelisen
bir alandir. Cildi bozulmamus islevine geri dondiirmeyi, hasarli hiicreleri ve cilt dokusunu

skar dokusu birakmadan yeniden olusturmayi amaclar. Her durumda, rejenerasyon
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stratejileri, debridman gibi temel geleneksel tedavileri tamamlayici olarak diigiiniilmelidir

(Tottoli vd., 2020; Vyas ve Vasconez, 2014).

Yaralar, akut yani kendi kendine iyilesen veya diizenli ve iyilesme zamanina uygun
sekilde tedavi edilebilenler ve kronik yani uzun siire boyunca tedavi edilemeyenler olarak
siiflandirilabilir. Akut yaralarin tedavisinde bagisiklik sistemi dnemli bir rol oynar.
Bagisiklik sistem hiicreleri ve faktorlerinin aktive edilmesi enflamasyon siirecini baglatir
ve yaranin patojenlerden temizlenmesini saglayarak doku iyilesmesine imkan verir.
Immiin yamittaki diizensizlikler yaranin enflamasyon siirecinin devam etmesine ve
bakteriyel biyofilmlerin olusmasina sebep olarak akut yaralarin kronik yaralara

donilismesine sebebiyet verebilir (Franz vd., 2008; Raziyeva vd., 2021).

2.3.1. Akut yaralar

Akut yaralar genellikle yanik, kesik, siyrik yirtik seklinde cerrahi bir miidahale ya

da disardan gelen bir travma sonucu ortaya ¢ikar (Dai, Shih, ve Khachemoune, 2020).

Akut yara tedavisinde temel adimlar, nekrotik dokunun uzaklastirilmasi, altta yatan
yaralanmalarin arastirilmasi, enfeksiyonlarin kontrol edilmesi ve yaranin bazi 6zel
durumlar haricinde uygun sekilde kapatilmasidir. Akut yaralarin kirli ve kontamine
olmast durumunda temizligi 6nerilmektedir. Temizleme islemi temiz bir 1lik su ile hafif
fiskirtma seklinde gercgeklestirilebilir. Enfeksiyon riskine karsi etkili ve miimkiinse
mikroorganizmalara selektif olan, graniilasyonu engellemeyecek bir antiseptik ile tedavi
edilebilir. Yaralarda kalan doku artiklart mikroorganizmalar i¢in uygun bir yuva gorevi
gorebilir ve ayni zamanda iyilesen doku igin toksik olabilir. Bu nedenle rezeke edilebilir.
Bir deri flebi rezeke edildikten sonra miimkiin oldugu kadar uzun siire deride kalabilecek
bir 6rtiiyle kapatilmalidir. Derinin bir boliimiiniin ortadan kayboldugu yaralanmalarda da
ince bir yara Ortiisti kullanilmasi dnerilir. Genellikle tedavilerde yaralarin uygun sekilde
kapatilmasi Onerilirken kontaminasyon varliginda, anaerobik enfeksiyonlarin geligimini
onlemek icin veya ileride debridmana ihtiya¢ duyulma ihtimali varsa ag¢ik birakilmalari
gerekebilir (Dai vd., 2020; Ubbink vd., 2015).

2.3.2. Kronik yaralar

Kronik yaralar, alti haftadan uzun siiren veya siklikla tekrarlayan, iyilesmesi zor
yaralardir. Kronik yaralara yol agan faktorler arasinda yetersiz kan dolasimi, diyabet,

enfeksiyonlar veya zayif birincil tedavi gibi normal iyilesmeyi engelleyen diger faktorler
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yer alir. Diyabetik ayak {lserleri, basi {ilserleri ve tedavileri i¢in ¢ok c¢esitli
biyomateryaller gelistirilmekte olan vaskiiler iilserler kronik yara drnekleri arasinda yer
almaktadir (Dai vd., 2020).

Kronik yara yonetimi, debridman, enfeksiyon ve inflamasyon kontrolii, nem
dengesinin saglanmasi gibi bir tedavi kombinasyonu kullanilarak yara kenarlarindaki

durmus epitelizasyonu uyarmaya odaklanir (Dai vd., 2020).

2.3.2.1. Yara takip sistemi (TIME)

Yaralarin bir¢ogu yukarida bahsedilen normal iyilesme silirecini herhangi bir
engelle karsilasmadan tamamlar. Ancak bazi durumlarda yara iyilesme siireci cesitli
bireysel, cevresel ve yaraya 6zgii farkliliklar nedeniyle sekteye ugrayarak, yaranin
kroniklesmesine neden olabilir. Akut yaralarin tedavisinde izlenecek sistematik bir
yontem kullanilmasa da kronik yaralar i¢in 2004 senesinde Schultz vd. (2004) tarafindan
TIME (T- Tissue, I- Infection, M- Moisture Balance, E- Epidermis/Edge) kisaltmasiyla
bir yara takip yontemi ortaya atilmistir. Gliniimiizde hala devam eden bu sistem, klinik
karar destek aract (CDST — Clinical Desicion Support Tool) ile TIME CDST olarak
giincellenmistir (Harries, Bosanquet, ve Harding, 2016; Moore vd., 2019).

2.4.  Yara Ortiileri

Yara tedavisinde, yara iyilesmesi siirecinde gerekli olan deri iglevlerinin taklit
edebilecek gegici veya kalici yara ortiileri kullanilmaktadir. Bu ortiiler kronik yaralarin
tedavisinde etkinlik sergileyen araglardir. Konvansiyonel yontemlerde kullanilan yara
ortiileri gazli bezler ve basit bandajlar kullanilmaktadir. Ancak bu tiriinler skar olusumunu
hizlandirarak yara kapanmasinda yardimci olsalar dahi hem enfekte yaralara karsi
basarisiz olmakta hem de belirli araliklarla yenilenmeleri gerektigi i¢in yaranin tekrar
acillmasina sebep olmaktadir. Bu nedenle modern yara ortiileri biyouyumlu,
biyoparcalanabilir ve ihtiyaca gore modifiye edilebilir sekilde iiretilmektedir (Ambekar
ve Kandasubramanian, 2019; Dai vd., 2020).

Etkin bir tedavi i¢in, yara tedavisinde kullanilacak yontemin seg¢iminde, yaranin
tipi, derinligi ve ayrica eksiida miktar1 dahil olmak iizere yarayla ilgili ¢esitli 6nemli
hususlar dikkate alinmalidir. Ideal bir yara ortiisii, iyilesme siireci i¢in gerekli olan nemli
ortami1 muhafaza edebilmeli veya saglayabilmelidir. Ayrica gaz gegirgenligine uygun

olmali ve eksiidanin fazla oldugu yaralarda, yara ylizeyinden fazla eksiiday
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uzaklastirabilmelidir. Ek olarak, bir diger onemli husus, antibakteriyel bir ortam
saglayarak mikroorganizmalar i¢in hem mekanik hem de biyolojik bir bariyer gorevi
gorme yetenegine sahip olmalidir. Pansumanin biyouyumlu, diisiik maliyetli, uygulamasi
kolay ve siirekli degistirme gerektirmemesi de diger énemli avantajlardir (Oztas, 2021;

Stoica, Chircov, ve Grumezescu, 2020).

Yara tedavisinde kullanilan yara oOrtiileri iiretimlerinde kullanilan materyallere,
fiziksel sekillerine, icerdigi etkin maddelere, uygulanma sekillerine gore olmak tizere bir

cok farkli sekilde siniflandirilabilmektedir (Kurtoglu ve Karatag, 2009; Stoica vd., 2020).

Geleneksel yontem olan bandaj ve gazli bezin yara tedavisindeki eksikliklerinin
tamamlanmas1 igin gelistirilen koptikler, filmler, nano/mikro jeller, hidrojeller,
mikro/nano kiireler ve siingerler gibi yeni yontemler olduk¢a umut verici sonuglar
vermektedir (Ambekar ve Kandasubramanian, 2019; K. Chen vd., 2022). Tezin bu

kisminda nanolif yara ortiileri detayl olarak incelenecektir.

2.4.1. Nanolif yara ortiileri

Son yillarda hizla gelisen nanoteknoloji sayesinde, etkin maddelerin polimerlere
yiiklenmesi oldukca cekici bir arastirma alan1 haline gelmistir. Nanoteknoloji, yliksek
0zgiil yiizey alani, yiizey kimyasi (kompozisyon), ylizey termodinamigi (1slanabilirlik ve
serbest enerji) ve ylizey fizigi (topografya ve piiriizliiliik) gibi karakteristik 6zelliklere
sahip bir teknoloji olmasi nedeniyle ilag tasiyici sistemler i¢in olduk¢a uyumlu ve istenen
bir yontemdir. Etkin maddelerin ilag tasiyic1 sistemlerde (ITS'ler) kapsiillenmesi, etkin
maddeleri olumsuz ortamlarda bozunmadan koruyabilen, yan etkilerini azaltabilen,
¢Oziiniirliigl iyilestirebilen, kontrollii salim saglayan ve biyouyumlulugu artiran gecerli
bir yontemdir. Nanolifler, etkin maddenin hapsedilmesi i¢in maksimum verimlilige sahip
olmasmin yaninda etkin maddenin hedef bdlgedeki biyoaktif molekiillerle optimum
etkilesime girmesini saglamaktadir. Son zamanlarda, ila¢ yiiklii nanolif yara ortiileri,
yiizey modifikasyonuna ag¢ik olma, sahip olduklar1 yiiksek ve ayarlanabilir gozeneklilik,
ayarlanabilir mekanik ve etkin madde salim 6zellikleri, genis polimer se¢enegi ve hasarli
dokunun onarimini artiran yiiksek biyouyumluluklar1 gibi 6zellikleri nedeniyle doku
mithendisligi, ilag tasiyici sistemler, yara tedavisi ve kanser tedavisi dahil olmak iizere
cesitli biyomedikal uygulamalar yapan arastirmacilarin dikkatini ¢ekmektedir (Ambekar
ve Kandasubramanian, 2019; K. Chen vd., 2022; Feng vd., 2019; Morie vd., 2016). 2021
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senesinde yapilan bir arastirmada 2010-2020 arasinda elektroegirme ile iiretilen yara

ortiisti konulu makaleler yillara gore yaklasik 5 kat arttigi1 goriilmektedir (Liu vd., 2021).

Nanolifler, sahip oldugu yukarida bahsedilen avantajlar sayesinde yara tizerindeki
eksiidanin fazlasini etkili bir sekilde uzaklastirma, yara yiizeyindeki nemi dengelemeye
ve yara yiizeyini nemli tutmaya yardimci olan gaz degisimini yapabilme gibi 6nemli
Ozelliklere sahiptir. Sahip olduklar1 benzersiz yapi, etkin madde yiikleme verimliligini ve
etkin madde ¢Oziiniirliigiinii arttirabilir ayn1 zamanda etkin maddenin yara bolgesindeki
salim kinetiklerini hedeflenen sekilde diizenleyebilir. Nanolifler ayrica normal deriye
benzer bir dogal hiicreler aras1 matriks yapisi olusturarak ve hiicrelerin gocii ve gogalmasi
icin uygun bir alan yarabilmektedir. Ek olarak biiyiime faktorleri gibi rejenerasyonu
destekleyici molekiiller i¢in ii¢ boyutlu yagam alani saglayarak ve dermis ile epidermisin
rejenerasyonunu tesvik edebilirler. Nanoliflerin sahip oldugu goézenekli yapi biyolojik
olarak aktif hiicreler aras1 matriks molekiilleri arasindaki etkilesimin artmasina, besinlerin
viicutta tagmmmasinin  kolaylagsmasina, hiicre biiylimesinin  ve anjiyogenezin
indiiklenmesine katkida bulunur (K. Chen vd., 2022).

Etkin madde i¢eren nanoliflerin tiretimi igin eriyik iifleme, doner jet, elle dondiirme,
basingli dondiirme ve elektroegirme gibi gesitli nanolif tiretim metotlar1 gelistirilmistir.

Nanolif tiretim yontemlerinin avantaj ve sinirlamalar1 Tablo 2.1°de belirtilmistir.

Tablo 2.1. Nanolif {iretim yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 (Ambekar ve Kandasubramanian,
2019)

Yontem Avantaj Dezavantaj

Yiksek miktarda {tretim, Yiiksek sicaklik nedeniyle

Eriyik tifleme uzun ve sirekli lifler, polimer ve etkin madde
¢Ozlicii igermez seciminde sinirlilik

.. Yiksek sicaklik nedeniyle

Déner jet Gevre dostu, ok yiiksek polimer ve etkin madde

Elle dondiirme

voltaj igermez

Polimer ve ¢0Oziiciiniin
elektriksel ozelliklerinden
bagimsiz, yiiksek oranda
derisik ve iyi hizalanmisg
nano dolgu maddeleri, daha
yiksek verimlilige sahip
yiiksek kaliteli nanolifler

seciminde sinirlilik

Diisiik miktarda
iiretilebilme
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Yiiksek verimlilik,

Homojen lifler, nihai {iriin  Yiiksek sicaklik nedeniyle
Basingli Dondiirme morfolojisi tizerinde daha polimer ve etkin madde

iyi kontrol, elektrik  se¢iminde sinirlilik

alanindan bagimsiz

Yiiksek yiizey/hacim orani,
Siirekli ve uzun lifler, Piskiirtme dengesizligi, ti¢
yliksek en-boy orani, uygun boyutlu goézenek c¢apinin

Elektroegirme maliyet, koaksiyel egirme, kontrol edilememesi,
gelisigiizel veya sonucu etkileyebilecek ¢ok
yonlendirilmis lifler fazla degisken bulunmasi

gelistirme olasilig1

Nanolifler, basit, tekrar dretilebilir, uygun maliyetli ve endiistriyel boyuta
uyarlanabilir olmasi nedeniyle en yaygin olarak elektroegirme yontemiyle tretilir

(Ambekar ve Kandasubramanian, 2019; Kajdi¢ vd., 2019; Lipol ve Rahman, 2016).

2.4.1.1. Elektroegirme

Elektriksel kuvvetlerin yardimiyla flament iiretilmesi yiizyildan fazla bir siiredir
bilinen bir yontemdir. Elektrostatik kuvvetlerin yardimiyla liflerin biikiilmesi islemine
elektroegirme denir. Elektroegirme yontemi, 1990’11 yillarin sonlarindan beri gesitli
polimerik liflerin tretilmesindeki ¢ok yonliiliiglinlin yani sira, mikron alt1 aralikta lif
tiretme yetenegiyle daha da dikkat ¢ekmeye baslamistir. Normal liflerden daha kiigiik
gozeneklere ve daha yiiksek ylizey alanina sahip bu nano boyutlu lifler, nanokataliz, doku
ortiileri - iskeleleri, koruyucu kiyafetler, filtrasyon gibi ¢ok yonlii uygulamalara sahiptir
(Subbiah vd., 2005; Teo, Inai, ve Ramakrishna, 2011). Elektroegirme yontemi 10
nanometreden birka¢ mikrometreye kadar genis bir ¢ap aralifinda lifler iiretilmesini

saglar. Literatiirde 1 nm’nin altinda lifler elde edildigi de bildirilmektedir (Xue vd., 2019).

Polimer Gozeltisi
Jeti

Sinnga
Polimer Metal Nozzle
Cozeltisi
Toplayici
V Voltaj Jeneratorii
I
Taylor Konisi

Sekil 2.4. Elektroegirme yontemiyle nanolif iiretiminin sematik gosterimi (Kajdi¢ vd., 2019)
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Elektroegirme yonteminde nanolif eldesi i¢in, polimer ¢ozeltisi veya eriyigi olan
bir akigskana giliclii bir elektrik alaninin uygulanmasina dayanan bir siire¢ kullanilir.
Elektroegirme cihazi, bir metal bir enjektor ignesi (noziil), iletken bir toplayici, yiiksek
elektrik voltaj1 kaynagi ve sivi akiskani siringanin noziiliinden toplayiciya dogru
yonlendiren bir pompa igerir. Noziil ve toplayici arasindaki elektrik alani ile Taylor konisi
(Sekil 2.4) olarak adlandirilan sivi damlaciklarinin koni seklindeki deformasyonu ve
yiiklii bir s1vi akiminin (yani 'jet akisi') olugsmasi saglanir. Bu jet akisi toplayiciya dogru
daha da uzar ve genis ylizey alani nedeniyle, ¢oziicii hizla buharlasir veya polimer eriyik
sogur, bu da kati nanoliflerin olusumuyla sonuglanir. Bu nanolifler nihayetinde
topraklanmis olan toplayicida biriktirilir. Coziiciiniin  buharlagmasi1 sirasinda, jet
mikrometrelere, hatta onlarca nanometreye kadar gerilir, son olarak katilagir ve nanolif
olusturmak tizere toplayici lizerinde biriktirilir. Bu prensibe dayanarak, nanoliflerin
morfolojisi ve boyutu, elektroegirme isleminin sistem parametreleri (polimer tipi,
molekiiler agirlik, viskozite, ¢ozeltinin iletkenligi, yilizey gerilimi), islem parametreleri
(voltaj, akis hizi, alim mesafesi) ve gevresel parametreler (nem, sicaklik) diizenlenerek
ayarlanabilir. Elektroegirme teknolojisi halen gelistirilmekte ve optimize edilmektedir.
Elektroegirme yonteminde Sekil 2.5'da da goriildiigii gibi nanolifin iiretim amacina gore
modifiye edilmis birgok metot kullanilabilir. Tek sivili veya ¢ok sivili elektroegirme
metotlart mevcuttur (Kajdi¢ vd., 2019; Lipol ve Rahman, 2016; Liu vd., 2021).
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Polimer Cozeltisi

Metal igne ==

Lif toplayict
C
Polimer - Polimer
Cozeltisi A Cozeltisi B

Metal igne ==

Lif toplayict

—— Voltaj

—— Voltaj

B
Emiilsiyon ==
’
Metal igne == —*
Yiiksek Yiiksek
—— Voltaj
Kaynagi Kaynagi
Lif toplayici
D
Kabuk Cozeltisi ==
Cekirdek Cozeltisi
Metal igne = -
Yiiksek Yiiksek
——— Voltg
Kaynag Kaynagi

Lif toplayici

Sekil 2.5. Elektroegirme ile nanolif iiretiminin sematik gosterimi A) Tekli noziil ile ¢6zelti egirme B)

Tekli noziil ile emiilsiyon/siispansiyon egirme C) Side by side noziil ile egirme D) Koaksiyel egirme

(Feng vd., 2019)

Elektroegirme metotlarina gore farkli tipte nanolif yapilar elde edilebilmektedir.

Tek sivili metot ile elde edilen liflerde yliklenmesi istenen etkin madde dis faz icinde

¢cozlindirildiiyse etkin maddenin polimer matriksinde homojen halde dagilmis oldugu

nanolifler, siispande edildiyse, yine

polimer matriksinin igerisinde dagilmis c¢ekirdek-

kabuk yapili nanoliflerin elde edilmesi beklenmektedir. Emiilsiyon halinde olan tek sivili

metotta olusan nanolifin koaksiyel yani i¢ fazda bulunan polimerin olusturdugu lifin dis

fazla bulunan polimer ile kaplandig1 bir yapida olugmasi beklenmektedir. Cok sivili

elektroegirme metodunda side by side 6zellikli bir noziil kullanilmas: halinde ¢ok
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katmanli bir nanolif, koaksiyal noziil kullanilmasi halinde ise koaksiyal yapili bir nanolif

olusmasi beklenmektedir (K. Chen vd., 2022; Feng vd., 2019; Liu vd., 2021).

24.1.1.1. Elektroegirme yonteminde kullanilan polimerler

Elektroegirme yontemiyle nanolif eldesinde, sentetik, dogal, yar1 sentetik veya bu
polimer gruplarmin ortak kullanildigi polimer karisimlart kullanilmaktadir (Bombin,
Dunne, ve McCarthy, 2020; Keshvardoostchokami vd., 2020; Li ve Yang, 2020).

Nanolif tiretiminde sentetik polimer olarak polivinil alkol (PVA), polikaprolakton
(PCL), polilaktik asit (PLA), polivinil prolidon (PVP), yart sentetik polimer olarak
seliiloz asetat, etil seliiloz gibi seliiloz tiirevleri, dogal polimerler olarak kitosan, jelatin,

hyaluronik asit, kolajen gibi polimerler siklikla tercih edilmektedir (K. Chen vd., 2022).

Uygun polimerlerin se¢iminde, uygulamanin amacit ve nanolifin uygulama
kosullar1 dikkate alinmas1 gereken onemli faktorlerdir. Kemik rejenerasyonu gibi uzun
stireli tedavi gerektiren hastaliklar i¢in PCL ve PLA gibi parcalanma hiz1 daha diisiik olan
biyomateryaller tercih edilmesi gerekirken, kisa siireli tedavilerde biyopargalanma hizi

daha yiiksek olan polimerlerin kullanilmasi tavsiye edilmektedir (Feng vd., 2019).

PVA, yiksek biyouyumluluk, biyobozunurluk, biyoyapiskanlik, kolay
sekillendirilebilirlik, kimyasal direng, nem emme ve sisme Ozelliklerine sahip, toksik
olmayan ve iyi bilinen bir biyopolimerdir. Kan ve doku hiicreleriyle ge¢imlidir. Ayrica
diistik yiizey gerilimi ve yumusak kivami sayesinde elektroegirmeye olduk¢a uygundur.
Bu 6zellikleri sayesinde PV A ile olusturulan nanolifler, yara eksiidasini emebilir ve doku
rejenerasyonunu destekleyebilir (Jannesari vd., 2011; Jatoi vd., 2019; Song vd., 2021,
Varshosaz vd., 2011).

Polimetakrilat tiirevleri (Eudragitler), biyolojik olarak par¢alanmayan ve
biyouyumlu polimerlerdir. Hidrofobisite, sekillendirilebilirlik, mekanik dayaniklilik,
doku afinitesi ve yavas bozunma gibi fizikokimyasal 6zellikleri, Eudragitlerin ideal bir
pansuman malzemesi olarak kullanilmasini saglar. Etkin maddenin kontrollii salimini
saglayabilir olmasi ve yiiksek pH’ya duyarliligi nedeniyle yara pansumanlarinda etkili bir
polimerdir (Ao vd., 2020; Illangakoon vd., 2015).
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2.4.1.1.2. Elektroegirme yonteminde nanolif ozelliklerini etkileyen parametreler

Elektroegirme islemi sirasinda, nanoliflerin morfolojik  &zelliklerinin
optimizasyonu i¢in kontrol edilmesi gereken bir¢ok parametre bulunmaktadir. Bu
parametreler Elektroegirme sivisiyla alakali parametreler, elektroegirme cihaziyla alakali
parametreler ve c¢evresel faktorler olmak iizere ii¢c ana baslikta toplanabilir. Belirilen
parametrelerin tamami birbirleriyle dolayl olarak, ¢ziicli derisimi — viskozitesi — ortam
sicakligi, voltaj — akis hiz1 gibi parametreler ise birbirleriyle dogrudan baglantilidir.
Parametrelerin birgogu kritik uygulama degerlerine sahiptir. Uygulama degerlerinin,
kritik degerlerin altinda veya {istiinde boncuk olusumu, kalin veya diizensiz lif ¢api, jet
akisinin  saglanamamasi gibi g¢esitli istenmeyen durumlara sebep olmaktadir.
Parametrelerin nanolif morfolojisine etkileri Tablo 2.2’de 6zetlenmistir (Haider, Haider,
ve Kang, 2018; He vd., 2021; Ibrahim ve Klingner, 2020).

Tablo 2.2. Elektroegirme parametrelerinin nanolif tiretimine etkileri

Parametre Kritik Degerden sapma Sonug
1 Jet olusumunun engellenmesi
Derigim
! Boncuk olusumu

o} 1 Jet olusumunun engellenmesi

o Viskozite

© ! Boncuk olusumu

g

m . oy .

> Yiizey Gerilimi Kritik deger yoktur Yizey ger'lllml artitkea kararsiz

= jet olusumu

4

©

‘©

© . .

z Iletkenlik Kritik deger yoktur lletkenlik azaldikea boncuk

3 olusumu artar

R, 1 Islanma, boncuk olusumu
Coziiciiniin
kaynama noktast ! Polimerin igne ucunda donmasi

= Polimerin igne ucunda donmasi,
kY, T
] . boncuk olusumu
= Voltaj . o S,
ht ! Kaln lif ¢ap1, egrilmemis ¢oziicii
> 5 damlaciklari
8 o 1 Kalin 1if ¢ap1, egrilmemis ¢oziicii
£ 5
S g Akis Hizi o qilmlamklarl
v £ | Polimerin igne ucunda donmasi,
E o boncuk olusumu
b Q.
g 1 Islanma
£ Mesafe
&’ ! Jet olusmamasi
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Jet hizinin yavaglamasi, kalin lif

T

‘e capi1

Igne Capr ! Ignenin tikanmast, jet hizinin
artisi

ko) Polimer tipine gore viskoziteyi degistirir, ¢dzilicii buharlasma

:E) Sicaklik hizin1 etkiler. Cozelti tipine gore optimum sicaklik

< belirlenmelidir.

[N

Y | Hizli ¢6ziicli buharlagmasi sonucu

o igne ucunun tikanmasi

S Nem &

S l Lif olusumunun engellenmesi

Nanolif ozelligini etkileyen birgcok parametrenin varlifinda, optimum
parametrelerin belirlenmesinde gerceklestirilmesi gereken deney sayisini azaltmak i¢in
Taguchi yontemi kullanilabilir. Taguchi tekniginin temel amaci, hedef tirlinden beklenen
bir 6zelligin en iyi seviyelerini minimum varyasyonla elde eden parametre (faktor)
ayarlarmi belirlemektir. Bu amag¢ dogrultusunda, iiriin veya siire¢ tasarimi igin bir
miithendislik yontemi olan parametre tasarimi kullanilmaktadir. Teknik, belirlenen faktor
ve seviye siirlar iginde gergeklestirilecek minimum deney sayisini bulmak igin
kullanilan en iyi deneysel yontemlerden biridir. Taguchi yonteminde ¢ok sayidaki
deneysel durumu agiklamak igin ortogonal diziler olusturulmaktadir. Ortogonal dizilerin
sahip oldugu en 6nemli 6zellik, deney sonucunu etkileyecek birgcok faktoriin en diisiik
sayida test ile degerlendirilmesini saglanmasidir. Bu nedenle konvansiyonel kontrollii
deney metodundan farkli olarak faktor seviyelerini tek tek degistirmek yerine es zamanli
olarak degisiklikler yapmayi oOnermektedir. Bu sayede deney sayisi minimuma
indirilebilmektedir. Taguchi, kalite gostergesi olarak sinyal/giiriiltii (S/N) oranimi
kullanmigtir. Yani hedeflenen kalite parametresinin, ortogonal diziler ile belirlenen
deneyler sonucundaki ortalamasimin (sinyal) standart sapmaya (giiriiltii) oranidir. S/N
orani en biiyiik en 1yi, en kiiciik en 1yi ve nominal en iyi olmak iizere {i¢ farkl se¢enek

tizerinden degerlendirilebilir (Karna ve Sahai, 2012; Meena vd., 2018).

2.5. Rutin

Flavonoidler, polifenolik bilesikler, benzopiran fonksiyonel grubu igeren bitki
kaynakli kimyasallarin 6nemli siniflarindan biridir. Flavonoidler ve bunlarin glikozidleri,
bitki metabolitlerinin ana smiflarindan birini olusturur. Serbest radikal tutucu,
antienflamatuvar, immiinomodiilator, antimikrobiyal Ozellikleri ve  kanser,

kardiyovaskiiler hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar, diyabet veya osteoporoz gibi
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cesitli hastaliklarin 6nlenmesindeki rolleri nedeniyle flavonoidler degerli potansiyel
ilaclardir. Bitkilerde yaklasik 4000 g¢esit flavonoid bulundugu bildirilmistir
(Ganeshpurkar ve Saluja, 2017; Gullon vd., 2017; Negahdari vd., 2021).

OH

HO
OH
HO o OH

HaC
OH 0
HO 0

HO
OH

Sekil 2.6. Rutinin kimyasal yapis1 (Frutos, Rincon-Frutos, ve Valero-Cases, 2019)

Rutin hidrat (30,40,5,7-tetrahidroksi-flavon-3-rutinzosid) BCS Class II’de yer alan
sar1 renkli, zayif biyoyararlanim ve diisiik kararlilik gosteren toz bir etkin maddedir.
Vitamin P olarak da taninmaktadir. Karabugday basta olmak tizere sedef otu, garkifelek,
cay, elma gibi bitkilerden elde edilen ve yaklasik 70 bitkide bulundugu bilinen bir
flavonol glikozittir. Klinik olarak anlamli fonksiyonel gruplar tasimaktadir. Rutinin
farmakolojik acidan antioksidan, sitoprotektif, vazoprotektif, antikarsinojenik,
noroprotektif ve kardiyoprotektif aktiviteler gosterdigi ve genom stabilitesinin
korunmasinda potansiyel olarak faydali oldugu bildirilmistir (Frutos vd., 2019;
Ganeshpurkar ve Saluja, 2017; Gullon vd., 2017; Negahdari vd., 2021; Truzzi vd., 2021).

Rutin serbest radikal siipiiriicii etkisi nedeniyle yara tedavisinde umut vadeden
dogal bir molekiildiir (Asfour vd., 2017). Insan fibroblast hiicreleri ile yapilan bir
caligmada rutinin toplam protein oranimi1 degistirmeden kolajen oranini kontrol grubuna

gore %61 oraninda arttirdig1 gosterilmistir (Stipcevic, Piljac, ve Berghe, 2006).

Bir hiicre kiiltiirli ¢alismasinda yiikselen derisimlerde H>Oz ile muamele edilen fare
fibroblast hiicrelerine kuersetin ve rutin igeren lipozomlar uygulanmistir. Olgiilen hiicre
canliliklarina gore kuersetin i¢eren lipozomlar belirli bir H2O> derisimine kadar rutin ile
benzer oranda hiicre canliligr saglamistir. Ancak yiiksek H202 derisimlerinde rutinin
hiicre canliligina pozitif etkisi devam ederken kuersetin ayni koruyucu etkiyi
gostermemistir (Bonechi vd., 2018).
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Insan deri fibroblast hiicreleriyle yapilan bir hiicre kiiltiirii calismasinda rutinin ve
polimerize edilerek suda ¢oziiniir hale getirilmis polyrutinin proliferatif kontrol grubuna

gore proliferatif 6zellik gosterdigi saptanmustir (Pivec vd., 2019).

Rutin ile hazirlanan bir pickering emiilsiyon calismasinda, ratlar iizerinde
gerceklestirilen in vivo yara iyilesmesi deneyi sonuglarina gore rutin igeren
formiilasyonun yara kapanmasinda tedavi uygulanmamis kontrol grubuna gore ¢ok daha

hizli iyilestigi gosterilmistir (Asfour vd., 2017).

Hiperglisemik ratlar {izerinde yapilan bir aragtirmada, intraperitonal olarak
uygulanan rutinin diyabetik ratlardaki yara tedavisine katkisi, kontrol grubu olarak
kullanilan ve tedavi uygulanmayan diyabetik ve diyabetik olmayan iki farkli rat grubu ile
karsilastirilarak arastirilmistir. Sonuglar incelendiginde en gec iyilesme diyabetik rat
kontrol grubunda goriiliirken, rutin ile tedavi edilmis diyabetik rat grubu en hizh

iyilesmeyi gostermistir (L.-Y. Chen vd., 2020).

Hiperglisemik ratlar iizerinde yapilan bir diger arastirmada, yine tedavi
uygulanmayan diyabetik ve diyabetik olmayan ratlarin kontrol grubu olarak se¢ildigi yara
tedavisi ¢alismasi yapilmigtir. Tedavi uygulanmayan diyabetik ve diyabetik olmayan
normal rat gruplar1 kontrol grubu olarak secilmis ve yalnizca diyabetik ratlardan olusan
bir grup rutin nanolifleri ile tedavi edilmistir. Sonuglar incelendiginde en geg iyilesme
diyabetik rat kontrol grubunda goriiliirken, rutin nanolifleri ile tedavi edilmis diyabetik
rat grubu en hizl iyilesmeyi gostermistir. Calismada nanolif {iretimi i¢in Kitosan/PVA
polimer kombinasyonu kullanilmistir. Etkin maddesiz formiilasyonlari igeren bir ¢aligma
grubu olmamasi nedeniyle tedavi edici Ozellikteki rutinin etkisi net olarak
goriilememektedir (Majd vd., 2016).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda nanoliflerin yara tedavisi agisindan oldukga degerli
geometrik yapisi ve avantajlarinin, rutinin antiinflamatuvar ve antioksidan 6zellikleri ile

birlestirilerek yama formiilasyonu gelistirilmesi planlanmustir.
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3. GERECLER
3.1. Kullanilan Maddeler

Madde Ada

Asetonitril

Develosil FlexFire C18, 1.6 um, 2x100 kolon
Dimetilformamid

Détero DMSO

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
DSC Hiicresi

Etanol

Eudragit® L100

Formik Asit

Ketamin

Ksilazin

Metanol

Polivinil Alkol

Potasyum Fosfat Monobazik
Potasyum Kloriir

Rutin Hidrat

Sodyum Fosfat Dibazik

Sodyum Kloriir

Siringa (5, 10, 20 mL)

3.2. Kullanilan Cihazlar

Cihaz Ad

Buzdolab1

Distile Su Cihaz1

Diferansiyel Taramali Kalorimetri (DSC)

Elektroegirme Cihazi
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Firma Adi, Mensei
Sigma-Aldrich, Almanya

Nomura Chemicals - Japonya

Merck, Almanya

Merck, Almanya

Merck, Almanya
Schimadzu, Japonya
Carlo Erba, Italya

Evonik, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Richter Pharma, Avusturya
Bioveta, Cek Cumhuriyeti
Carlo Erba, italya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
BLD Pharmatech - Cin
Merck, Almanya

Merck, Almanya

Set, Tiirkiye

Firma Adi, Mensei
Argelik, Tiirkiye
Millipore, Fransa
Shimadzu, Japonya

Inovenso, Tiirkiye



Etiiv Niive, Tiirkiye

Hassas Terazi Mettler Toledo, ABD
Infrared Spektrofotometresi Shimadzu, Japonya
Isik Mikroskobu Leica, Almanya
Kararlilik Kabini Aymes, Tiirkiye
Manyetik Karistiric IKA, Almanya
Mikropipet Eppendorf, Almanya
pH Metre Mettler Toledo, ABD
Taramal1 Elektron Mikroskobu (Masaiistii) Hitachi, Japonya
Taramal1 Elektron Mikroskobu Carl Zeiss, Almanya
Termometre Ebro, Almanya

Ultra Basingli Stvi Kromatografisi Agilent Technologies, ABD
Ultrashield CP MAS NMR Brucker, Almanya
Ultrasonik Banyo Wisd, Giiney Kore
Vorteks Jeiotech, Giiney Kore
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4. YONTEM
4.1. Onformiilasyon Cahsmalar

4.1.1. Etkin maddenin spektroskopik analizleri

Etkin maddenin spektroskopik analizleri, etkin madde miktar tayini,
karakterizasyon ve kararlilik gibi karsilagtirma gereken calismalarda kullanilmak tizere
UV Spektrofotometre, UPLC, FTIR ve NMR cihazlarinda gergeklestirilmistir.

4.1.1.1. Dalga boyu belirleme

Rutin hidratin miktar tayini c¢alismalarinin gergeklestirilecegi dalga boyunu
belirlemek i¢in Rutin hidrat metanol igerisinde ¢oziilmiis ve UV spektrometre araciligiyla
spektrum taramasi yapilmistir. Yapilan spektrum taramasinda literatiirle paralel olarak
Rutin hidrat’mn en yiiksek absorbans degerini verdigi dalga boyu analitik yontem
gelistirmek tizere segilmistir (Desnita ve Luliana, 2021; Pinto vd., 2021).

4.1.1.2. Analitik yontem gelistirme

Analitik yontem gelistirme c¢aligmalarinda Rutin hidrat etkin maddesinin miktar
tayini i¢in s1vi kromatografisi yontemi kullanilmistir. Bu nedenle tez ¢aligmasi igin tercih

sebebi olmustur.

4.1.1.3. Analitik yontem validasyonu

Gelistirilen analitik yontemin dogruluk, giivenilirlik ve gegerliliginin veriler
araciligiyla kanitlanabilmesi i¢in analitik yontem validasyonu yapilmaktadir. Uluslararasi
Harmonizasyon Konsiilii (ICH) tarafindan analitik yontemlerin valide edilmesinde
kullanilmak {izere belirlenen prosediirlere uygun olarak gerceklestirilmistir (ICH
Guideline, 2005).

41.1.3.1. Calisma Aralig

Analitik prosediiriin dogrusallik, dogruluk ve kesinliginin kanitlandigi maksimum
ve minimum derigimleri i¢eren araliktir. Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilen en diisiik

derisimden, dogrusalliktan sapma gosterdigi derisime kadar olan derisim araligini kapsar.

Etkin maddenin metanol igerisinde ana stoktan seri diliisyon yontemiyle, 1-1000

pug.mL*? araliginda hazirlanan 10 farkli derisimi UPLC aracilifiyla analiz edilmistir.
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Derisime kars1 ¢izilen alan grafiginde determinasyon katsayisi incelenerek dogrusalligin

korundugu en alt ve en iist derisimler ¢aligma araligi olarak belirlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, diisiik konsantrasyonlarin analizi i¢in tek ¢alisma araligindan
iki farkli konsantrasyon araligi secilerek valide edilmistir. Bundan sonraki validasyon

calismalari her iki aralik i¢in de tekrarlanmistir.

4.1.1.3.2. Dogrusallik

Calisma aralig1 icerisindeki bir aralikta secilen derisim degerlerine karsilik gelen
analiz sonuglarinin veya bazi durumlarda gerekli matematiksel doniisiim uygulanmis

sonuglarin birbiriyle dogru oranti olusturabilme yetenegidir.

Dogrusallik  degerlendirilirken uygun istatistiksel yontemlerle regresyon

hesaplamasi kullanilmaktadir.

Dogrusalligin kanitlanmasi amaciyla farkli derisimlerde 3 analit serisi hazirlanmis
ve ornekler UPLC ile analiz edilerek alan/alikonma siiresi degerleri bulunmustur.

Derisime kars1 elde edilen degerler ile regresyon esitligi olusturulmustur.

4.1.1.3.3. Dogruluk

Gergek veya kabul edilen referans deger ile analizden elde edilen deger arasindaki
yakinlik yontemin dogrulugunu gostermektedir. Dogrulugun kanitlanmasi ig¢in
dogrusalligin kanitlandig1 araliktan secilen, birbirinden farkli 3 derisimde 3’er adet
hazirlanan analitler analiz edilmistir. Analiz sonucu elde edilen derisimler % geri

kazanim, bagil standart sapma ve %95 giiven arali1 agisindan degerlendirilmistir

4.1.1.3.4. Kesinlik

Kesinlik, ayni ornekten alinan farkli derisimlerde yapilan tekrarli analiz

sonuglarmin birbirine yakinligini gosterir.

Kesinligin kanitlanmasi i¢in 3 farkli derisimde seyreltilen analitlerin 3’er defa
analiz edilmesi sonucu elde edilen her bir derisim standart sapma, varyasyon katsayisi ve

giiven aralig1 degerleriyle incelenmistir.

Kesinlik caligmasi farkli giinlerde tekrar edilerek giinler arasi tekrarlanabilirlik

gosterilmistir.
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4.1.1.3.5. Duyarlhilik

Gelistirilen analitik yOntemin saptayabildigi ve tayin edebildigi en diisiik
derisimlerdir. Saptama sinir1 (LOD) analit igerisindeki etkin maddenin saptanabildigi en
diisiik derisim degeridir ve her zaman kantitatif olmayabilir. Tayin sinir1 (LOQ) ise analit
icerisindeki etkin maddenin dogru ve kesin bir kantitatif degerle saptanabildigi en diisiik

derisim degeridir.

LOD ve LOQ degerleri Esitlik 4.1 ile hesaplanmistir.

3,3X0 10X o

LOD = LOQ =

o : Standart Sapma; S: Egim 4.2)
4.1.1.3.6. Secicilik

Analitik yontemin analiz edilecek etkin maddeye 6zgiil ve segici oldugunun,
analitin icerisindeki diger maddelerin, etkin maddeye girisim yapmadiginin
gosterilmesidir. Segiciligin gosterilmesi i¢in etkin madde igeren ve icermeyen iki farkli
analit hazirlanmis ve analitlerden birine ¢calisma boyunca kullanilan ve analiz ortaminda

bulunabilecek diger maddeler eklenerek Slgiim yapilmistir.

4.1.1.4. Fourier Déniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR)

Etkin maddenin infrared 151k spektrumu Fourier Dontisimli Kizilotesi

Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak 500-4000 cm™ dalga boyu araliginda dl¢iilmiistiir.

4.1.1.5. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Etkin maddenin *H-NMR spektroskopisi ddtoro DMSO kullamilarak Ultrashield CP
MAS NMR ile gerceklestirilmistir.

4.1.2. Yardimci maddelerin spektroskopik analizleri
4.1.2.1. Fourier doniisiimlii Kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Formiilasyonda kullanilan polimerlerin infrared 151k spektrumu Fourier Dontigiimlii
Kiziltesi Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak 500-4000 cm™ dalga boyu araliginda

Olgiilmiistiir.
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4.1.2.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Formiilasyonda kullanilan polimerlerin *H-NMR spektroskopisi détoro DMSO
kullanilarak Ultrashield CP MAS NMR cihazi ile gergeklestirilmistir.

4.1.3. Coziiniirlik

Etkin maddenin ¢oziiniirliik ¢aligmasinda ¢oziinme kabi olarak 10 mL’lik vida
kapakl1 cam deney tiipleri kullanilmistir. Deney tiiplerinin igerisine 0,4 gram etkin madde
koyulmus, tizerine 5 mL ¢oziicii eklenmis ve agizlar1 sikica kapatildiktan sonra
parafilmlenmistir. Hazirlanan ¢6ziinme ortami deney siiresi boyunca yatay ¢alkalayicida
oda sicakliginda ¢alkalanmistir. Her ¢6ziicii i¢in 9 adet deney tiipii hazirlanmis ve 24, 48
ve 72. saatlerde 3’er deney tiipiinden siipernatantlar filtrelenerek ayrildiktan sonra analiz
edilmistir. Doymus cozeltilerdeki ¢okmenin engellenmesi i¢in 6rnek alimindan hemen

sonra analitler uygun miktarda metanol ile seyreltilmistir.

4.1.4. Termal analizler

Etkin madde ve yardimci maddelerin termal analizleri diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC) kullanilarak gergeklestirildi. Her bir 6rnek ~ 4 mg tartilarak sizdirmaz
aliiminyum hiicrelerde 50-300 °C sicaklik araliginda dakikada 10 °C artis uygulanarak
50 mL dk* hizinda nitrojen gazi akis1 esliginde analiz edildi.

4.2.  Formiilasyon Calismalari
4.2.1. Elektroegirme yontem parametrelerinin belirlenmesi

Sistem parametrelerinin belirlenmesinde Taguchi metodu kullanilmistir.

4.2.1.1. Taguchi Metodu

Tasarimin  olusturulmast i¢in hedeflenen ozelligi etkileyebilecek sistem
parametrelerinin belirlenmesi ve bu parametrelerin degisken seviyelerinden olusan bir

deney tasarimi olusturulmasi gerekmektedir.

Taguchi tasarimina uygun bir deney Oriintiisii olusturmak amaciyla elektroegirme
cthazinin 6n denemelerinden ve literatiir taramalarindan elde edilen bilgiler 15181inda
nanolif kalinligin1 ve nanolifte istenmeyen boncuk olusumunu en ¢ok etkileyen faktorler;

polimer derisimi, kullanilan ¢6ziicli karisiminin birbirlerine orani; noziil ve toplayici
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arasindaki mesafe ve igne capi1 olarak belirlenmistir (Horuz ve Belibagli, 2017; Khanlou

vd., 2015).

Yapilan 6n denemelerde, rastgele segilen deney kosullarinin nanolif olusumu
tizerindeki etkileri arastirilmistir. Bu amag dogrultusunda Rutin hidrat i¢eren nanolifleri
iiretmek amaciyla secilmis olan PVA ve Eudragit® L100 polimerleri belirli oranlarda
uygun c¢oziiciilerde ¢oziindiiriilmiis ve egrilmistir. Toplanan orneklerde nanolif
olusumunun varligr Oncelikle 151k mikroskobunda ardindan nanolif olusumundan

stiphelenilen 6rnekler elektron mikroskobunda incelenmistir.

On denemelerden elde edilen bilgiler 15131nda, Taguchi deney tasarimi olusturmak
icin belirlenen faktorlerin nanolif olusmasini engellemeyecek sekilde belirlenen
seviyeleri Tablo 4.1 ve Tablo 4.2°de gdsterilmistir. Taguchi hesaplamalar1 Minitab® 18

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Tablo 4.1. PVA ile hazirlanan nanoliflerin Taguchi tasarimu i¢in faktor ve seviyeleri

Faktorler
. Coziiciideki Su .
PVA Miktar: (mg) Hacmi* (mL) Mesafe (cm)  Igne Capi (G)
1050 8 17 17
S
= 1000 75 15 19
=
> 950 7 13 21
wn
900 6,5 11 23

* DMF ve BDS'den olusan toplam ¢oziici hacmi 13 mL'dir.

Tablo 4.2. Eudragit® L100 ile hazirlanan nanoliflerin Taguchi tasarimi igin faktor ve seviyeleri

Faktorler
Eudragit® L100  Coéziiciideki DMF .
Miktar1 (mg) miktar1* (mL) Mesafe (cm)  Igne Cap1 (G)

1400 4 11 17
= 1350 3,5 13 19
2
3 1300 3 15 21
%)

1250 2,5 17 23

* DMF ve MeOH’den olusan toplam ¢oziicti hacmi 10 mL'dir.

Olusturulan deney Oriintiisii ve sonug¢larindan Boliim 5’°te bahsedilmistir.
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4.2.2. Etkin madde miktarinin belirlenmesi

Elektroegirme ¢ozeltisinin igerisine polimere oranla %10 etkin madde eklenmistir.

4.2.3. Elektroegirme cozeltilerinin hazirlanmasi

Elektroegirme cihazi araciligiyla egrilecek olan ¢ozeltilerin hazirlanmasinda PVA
polimeri i¢in sicakta ¢dziindiirme, Eudragit® 1100 polimeri i¢in ise sogukta ¢dziindiirme
yontemi kullanmilmigtir. Tablo 5.15 ve Tablo 5.16°da belirtilen oranlarda polimerler
tartildiktan sonra 40 mL hacimli, vida kapakli, cam vial igerisine koyulmustur.
Polimerlerin iizerine ¢oziicii karisimi eklendikten hemen sonra manyetik karistirict
tizerinde 20 mm uzunlugundaki manyetik balik araciligiyla 750 rpm hizda karistirma
baslatilmistir. PVA igeren viallerin yer aldigi manyetik karistiricinin sicakligi 140°C’ye
ayarlanmus, Eudragit® L100 igeren viallerin yer aldig1 karistiriciya herhangi bir 1sitma
uygulanmadan oda sicakliginda karigmast  saglanmigtir.  PVA  polimerinin
¢Oziindiiriildiigii manyetik karistiricinin 1siticist 22 saatin sonunda kapatilmis ve 1 saatlik
soguma siiresinin ardindan hala karigsmakta olan ¢ozeltilere hesaplanan miktarlarda
tartilan Rutin hidrat eklenmistir. Rutin hidrat’in ¢oziinmesi i¢in karistirma islemi 1 saat
daha devam ettirilerek toplam 24 saatlik siirenin sonunda elektroegirme cozeltileri
hazirlanmistir. Cozeltiler 20 dakika boyunca ultrasonik banyo igerisinde tutularak hava

kabarciklarindan arindirilmis ve elektroegirmeye uygun hale getirilmistir.

4.2.4. Cozeltilerin egrilmesi

Elektroegirme ¢ozeltileri uygun bir siringa igerisine aktarildiktan sonra politiretan
boru ile noziile aktarilmak {izere pompaya yerlestirilmistir. Noziiliin toplayiciya bakan
cikigina kadar yalnizca pompa yardimiyla ilerletilen ¢6zelti, noziil ucunda damla
olusturulduktan sonra akis ve yiiksek voltaj baslatilarak polimerin lifler halinde
toplayiciya ulagsmasi saglanmistir. Akis hizi ve voltaj degerleri gozle goriiliir ve kesintisiz
bir Taylor konisi olusturacak degerlere gore ayarlanmigtir. Tambur toplayict 80 mm
dogrusal yoriingede 3 mm.sn! hizda hareket edecek ve 300 rpm hizda kendi ekseni

etrafinda donecek sekilde ayarlanmistir.

4.3. Karakterizasyon Calismalari

Elde edilen formiilasyonlarin karakterizasyonlar1 asagida belirtilen yontemlerle

gergeklestirilmistir.
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4.3.1. Fiziksel goriiniim

Formiilasyonlarin renk ve dokular1 gorsel olarak degerlendirilmistir.

4.3.2. Mikroskobik analizler

Nanolif morfolojilerinin belirlenebilmesi i¢in asagidaki mikroskobik yontemler

kullantlmistir.

4.3.2.1. Taramali elektron mikroskobu (SEM)

Formiilasyonlarin morfolojik o6zellikleri, lif ¢aplart ve boncuk sayilarinin
belirlenmesi i¢in SEM kullanilmigtir. Goriintiiler 5 kV-yiiksek biiylitme gozlem kosulu,

sarjlanma azaltic1 gézlem modu ve SE goriintii sinyalinde alinmustir.

4.3.2.2. Lif capinin belirlenmesi

Formiilasyonlara masaiistii SEM ile 10kx biiyiitme uygulandiktan sonra 15 farkli
lif cap1 Ol¢iilmiis ve ortalamasi alinarak formiiliin ortalama lif ¢api belirlenmistir.
Formiilasyon galismalarinin sonucunda segilen optimum formiillerin lif ¢aplari ise daha

gelismis bir SEM cihazi ile 30kx biiyiitiilerek belirlenmistir.

4.3.2.3. Boncuk sayisinin belirlenmesi

Formiilasyonlara masaiistii SEM ile 10kx biiyiitme uygulandiktan sonra elde edilen

alandaki boncuk sayilar1 gorsel olarak sayilmistir.

4.3.3. Spektroskopik analizler

Formiilasyonlarin spektroskopik analizleri, karsilastirma gereken c¢aligmalarda

kullanilmak tizere FTIR ve NMR spektrometrik cihazlarinda gerceklestirilmistir.

4.3.3.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Formiilasyonlarin infrared 151k spektrumu Fourier Dontisiimli  KizilGtesi

Spektroskopisi (FTIR) kullanilarak 500-4000 cm™* dalga boyu araliginda dl¢iilmiistiir.

4.3.3.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Formiilasyonlarin *H-NMR spektroskopisi détoro DMSO kullamilarak Ultrashield
CP MAS NMR cihazi ile gergeklestirilmistir.
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4.3.4. Termal analizler

Formiilasyonlarin termal analizleri diferansiyel taramali kalorimetre (DSC)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir 6rnek ~4 mg tartilarak sizdirmaz aliiminyum
hiicrelerde 50-300 °C sicaklik araliginda dakikada 10 °C artis uygulanarak 50 mL dk*

hizinda nitrojen gazi akisi esliginde analiz edilmistir.

4.3.5. Mekanik ozelliklerin belirlenmesi

Formiilasyonlarin tekstiir profil analizi Tekstlir analiz cihaz1 kullanilarak
gergeklestirilmistir. Formiilasyonlar 3x2 cm boyutlarinda ve uzun kenar1 gerilim
uygulayan aparata dik olacak sekilde yerlestirilmistir. Test 5,6 g (0,05 Nm) gerilim
algilandiginda, 1 mm/sn hizla baglamis ve 10 mm boyunca uygulanan gerilim takip
edilerek kopma mukavemeti ve kopma uzamasi degerleri belirlenmistir. Her formiilasyon

igin testler 3 kez tekrarlanmustir.

4.3.6. Antioksidan aktivite testi

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl radikal
DPPH testi uygulanmistir. Bunun igin 25 pg/mL konsantrasyonunda Rutin hidrat’in 100
mL metanol ¢ozeltisi igerisine %2,5 (a/h) 100 mL DPPH metanol ¢ozeltisi eklenmistir.
Ardindan karanlik bir ortamda 30 dakika bekletilip 517 nm’de olusan absorbans farklari
olgiilerek Esitlik 4.2 ile serbest radikalleri siipiirme yetenegi gézlemlenmistir (Yenilmez
ve Yazan, 2017). Ayni islem, ayn1 miktarda Rutin hidrat i¢eren formiilasyonlar ve
formiilasyonlar ile ayni1 agirlikta etkin maddesiz formiilasyonlar tekrarlanarak sonuglar

karsilastirilmistir.

Ac — As

%Stpirme = x 100

(4.2)
4.3.7. Etkin madde miktar tayini

Etkin madde miktar tayini icin iiretilen nanoliflerin gelisigiizel 5 cm?’lik kare
seklindeki boliimiiniin koselerinden ve tam ortasindan 1’er cm?’lik alanlar gikartilip
(Gorsel 4.1) tartilmis ve PVA ile hazirlanan nanolifler 1 mL BDS igerisinde

¢oziindiiriilerek, Eudragit® L100 ile hazirlanan nanolifler ise 1 mL metanol icerisinde
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¢oziindiiriilerek UPLC cihazinda analiz edilmistir. Yiiklenen etkin madde miktar: birim

alana ve birim miktara diisen etkin madde miktar1 olarak iki farkli sekilde hesaplanmuistir.

1.003 cm2

- 0.998 cm’

0.998 cm2

0.930 cm2

B.

Gorsel 4.1. Etkin madde miktar tayini i¢in kullanilan nanoliflerin alan hesaplari

4.3.8. Etkin madde salim ¢alismasi

Etkin maddenin in vitro salim ¢alismasi1 6’11 Franz diflizyon hiicre sistemi (Sekil
4.1) kullanilarak yapilmustir. Piyasada Rutin hidrat i¢eren bir yara tedavi edici miistahzar

bulunmamasi nedeniyle formiilasyonlarin salimlari saf etkin madde c¢ozeltisi ile

karsilastirilmistir.
Membran Dondr Bélmesi
Su Ceketi B
Ornek Alim B&Imesi
Reseptdr Bolmesi
Taze Ortam Ekleme B&Imesi
Manyetik Karistirici

Sekil 4.1. Franz diflizyon hiicresi
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Deney siiresince reseptor kompartmana koyulan pH 7.4 fosfat tamponu (PBS) 100 rpm
hizla karistirtlmistir. Donor kompartman ile reseptor kompartman 0,45 pm por caph
seliiloz membran filtre ile ayrilmis ve reseptér kompartmanin tepe ylizey alani ¢apinda
kesilen formiilasyonlar yarim saat siireyle sartlandirilmis membran filtrenin iizerine
yerlestirilerek salim calismasi gergeklestirilmistir. Calisma siliresince reseptor
kompartman manyetik karistiriciya bagl bir yay ile 100 rpm hizda karistirilmistir. Saf
etkin madde salimi i¢in, formiilasyonlarin igerdigi ortalama miktardaki etkin madde
tartilarak membran filtrenin dénor kompartman yiiziine koyulduktan sonra {izerine 1 mL

PBS eklenmistir.

Etkin maddenin deney ortamindaki kararhiliginin gosterilebilmesi icin 1000 ug.mL™*
Rutin hidrat 10 mL ¢6ziinme ortam ve sicakliginda 24 saat siireyle 100 rpm hizla

karistirilarak analiz edilmis ve % geri kazanim hesaplanmuistir.

4.4, Kararhhk Cahsmalari

Kararlilik ¢alismalar1 5+3°C, 25+2°C (60% RH + 5% RH) ve 40+2°C (75% RH =+ 5%)
kosullarinda 30., 60. ve 90. giinlerde alinan Orneklerde yapilan karakterizasyon
karsilagtirmalar ile gergeklestirilmistir (ICH Guideline, 2003). Kararlilik i¢in nanolifler
iki yagli kagit arasina yerlestirildikten sonra aliiminyum folyo ile hava almayacak sekilde

ambalajlanmistir (Gorsel 4.2).

Gorsel 4.2. Kararlilik ambalaji
45. In Vivo Etkinlik Calismasi

Deneylerde disi siganlar (160-180 g) kullanilmistir. Biitiin hayvanlar, 22 + 1°C'de
12 saatlik aydinlik / karanlik dongiiye sahip iyi havalandirilan bir odaya koyulup su ve
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suya serbestce erismeleri saglanmistir. Calisma hayvan bakimi ve arastirma protokolleri
“Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH publication No: 85-23, revised

in 1985)” tarafindan kabul edilen ilke ve kilavuzlara gore gerceklestirilmistir.

Sicanlar 75 mg/kg (i.p.) ketamin ve 15 mg/kg (i.p.) ksilazin ile anestezi altina
alimmistir. Ardindan siganlarin dorsal killar1 tirag edilip yara olusturulacak deri bolgesi
%70’lik alkol ile dezenfekte edildikten sonra her bir hayvanin dorsal interskapular
bolgesinde dairesel olarak (10-12 mm) isaretlenen bolge (Gorsel 4.3) steril bir makasla
cilt eksize edilerek olusturulmustur. Yara olusturulmasinin hemen ardindan tedavi
gruplarina tedavileri Gorsel 4.4’da goriildiigii gibi uygulanmigtir. Tedavi uygulanmayan
ayr1 bir kontrol grubu olmasi nedeniyle her hayvan tizerinde tek bir yara olusturulmustur.
Islem sonras1 deney hayvanlarina analjezik etkisi gostermesi amaciyla I.P. 100mg/kg
asetil salisilik asit verilmistir. Yara olusturulduktan sonra, deneklerin birbirleriyle
etkilesmelerinden kaynaklanacak herhangi bir hasar1 6nlemek i¢in deney siiresi boyunca
hayvanlar ayr1 kafeslere yerlestirilmistir. Hayvan tedavi gruplari: kontrol (tedavi
edilmeyen), pozitif kontrol (Formiilasyonlarin Madecassol® ile tedavi edilen), etkin
maddesiz formiiller (F-PVA; F-EUD) ile tedavi edilen gruplar (negatif kontrol) ve
formiilasyonlar ile (F-PVA-Rutin; F-EUD-Rutin) tedavi edilenler olarak olusturulmustur.
Kullanilan Madecassol® miktar1 (~25 mg) etkin maddeli formiilasyon uygulanan
hayvanlarda birim yara alanina diisen ortalama etkin madde miktar1 kadar etkin madde
icerecek sekilde belirlenmistir. Tedavideki progresif degisiklikler 0, 3, 7, 10 ve 14.
giinlerde kamera ile fotograflanmis ve yara alanlar1 hesaplanmustir. Olgiim igin belirtilen
giinlerde, gruplardan 4’er hayvan ayrilarak yara kesiti ¢ikarilip histolojik incelemeye

gonderilmistir. Siganlara formiilasyonlar 6rnek glinlerinde tekrar uygulanmastir.
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Gorsel 4.4. Eksizyonel model sonrasi tedavi uygulanma ornegi
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5. SONUCLAR

5.1. Onformiilasyon Cahsmalar

5.1.1. Etkin maddenin spektroskopik analizleri

5.1.1.1. Dalga boyu belirleme

Rutin hidrat’in miktar tayini i¢in gelistirilecek analitik yontemde molekiiliin
saptanabilecegi en yiiksek Sinyal degerini veren dalga boyunun belirlenmesi i¢in yapilan
spektrum sonuglart Gorsel 5.1°de gosterilmistir.

Yapilan

spektrum taramasinda elde edilen verilerin literatiir bilgisi ile

karsilastirilmast sonucunda analitik yontem ¢alismalarinda kullanilacak dalga boyu 257
nm olarak belirlenmistir.

SAMP : |REF : 257 .BHM] 1.147n
+2.88a8 T .
‘||I
|
H
A.56808 | &
CAsDIW. > 1 I\I
|
N ;f\
\ .
l | _.-/' ||
\ it ‘.u
l ‘Il
+68.884 o ST . - i
‘ 266 .8 188 .8 HH-DIY. ) 2a@ .0
12:26 4-86 'd5

[ @@ .oHM A.6839a]

Gorsel 5.1. Rutin hidrat’in spektrum taramasi

5.1.1.2. Analitik yontem gelistirme

Etkin madde miktar tayininde kullanilan kosullar Tablo 5.1’de goriildiigii sekilde
belirlenmistir.
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Tablo 5.1. UPLC Caligsma kosullar

Analitik Cihaz Agilent 1290 Infinity LC System

Kolon Develosil FlexFire C18, 1.6pum, 2x100

Kolon Sicakhg: 40°C

Mobil Faz 82:16:2 / %1 o-Fosforik asit ¢6zeltisi: Asetonitril:Metanol
Dedektor Max-Light Cartride Cell - DAD Dedektor

Akis hiza 0,4 mL.dk?

Enjeksiyon Hacmi 2 ulL

5.1.1.3. Analitik yontem validasyonu

Rutin hidrat’in miktar tayini analiz sonuglarinin daha hassas olabilmesi i¢in tek bir
calisma araligi iizerinde iki farkli konsantrasyon araliginda analitik yontem validasyonu

gerceklestirilmistir.
5.1.1.3.1. Calisma aralig
Calisma aralig1 sonuglar1 Tablo 5.2 ve Sekil 5.1°de gosterilmistir.

Tablo 5.2. Caligma araligi sonuglart

Derisim Alan Rt Alan.Rt?
1 23,88 1,879 12,70889
2 34,14 1,868 18,27623
4 63,82 1,865 34,21984
6 84,54 1,857 45,52504
8 101,92 1,858 54,85468
10 129,12 1,859 69,4567
20 234.8 1,859 126,3045
40 469,26 1,863 251,8841
60 712,84 1,857 383,8665
80 939,88 1,873 501,8046
100 1164,72 1,874 621,5155
200 2260,36 1,865 1211,989
400 4525 1,866 2424973
600 6699,78 1,856 3609,795
800 8986,94 1,871 4803,282
1000 10749,88 1,869 5751,675
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Derigim pg.mL?
Sekil 5.1. Caligsma aralig1 derisim egrisi

Calisma araliginin belirlenmesi i¢in Tablo 5.2’de belirtilen derisimlerde Rutin
hidrat’in miktar tayini gergeklestirilmistir. Elde edilen sonuglar incelendiginde
dogrusalligin 800 pg derisimden sonra bozuldugu kesfedilmis, bu nedenle caligsma aralig1

1-800 pg olarak belirlenmistir (Sekil 5.1).
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5.1.1.3.2.

Dogrusallik

1-10 ug. mL? derisim araliginda

Tablo 5.3. Dogrusallik sonuglar1 (1-10 pg.mL?)

Derisim

Seri 1

Seri 2

Seri 3

1 Ortalama SS SH
(ng.mL™)  Alan Rt Alan.Rt?! Alan Rt Alan.Rt?! Alan Rt Alan.Rt?!
1 19,2 1,882 10,202 19,2 1,869 10,273 18,0 1,857 9,693 10,056 0,3163 0,1826
2 39,3 1,874 20,971 38,2 1,867 20,461 38,3 1,868 20,503 20,645 0,2833 0,1636
3 65,0 1,878 34,611 63,8 1,862 34,264 62,8 1,867 33,637 34,171 0,4939 0,2851
4 84,4 1,871 45,110 86,9 1,869 46,495 84,0 1,871 44,896 45,500 0,8685 0,5014
5 109,9 1,874 58,645 113,1 1,867 60,578 111,3 1,873 59,423 59,549 0,9730 0,5618
6 134,2 1,871 71,726 134,1 1,864 71,942 135,3 1,867 72,469 72,046 0,3822 0,2206
7 152,1 1,868 81,424 154,9 1,862 83,190 153,3 1,863 82,287 82,300 0,8831 0,5099
8 1750 1,871 93,533 178,5 1,859 96,019 175,5 1,862 94,253 94,602 1,2793 0,7386
9 2050 1,870 109,626 199,7 1,860 107,366 197,5 1,850 106,757 107,916 1,5116 0,8727
10 226,0 1,876 120,469 225,6 1,855 121,617 217,6 1,855 117,305 119,797 2,2335 1,2895
. e 1 140,0
Tablo 5.4. Dogrusaflhk egrlsln1.n degerlerl-(l 10 pg.mL™) oo = 12.26436x - 2.79578 ]
Seri 1 Seri 2 Seri3  Ortalama ‘ R?=0,99952 o
R? 0,99888  0,99940 0,99905  0,99952 1000 ,a»""a/
Egim 12,30072 12,36762 12,12473 12,26436 7, 80,0
y-kesisim -3,02231 -2,80131 -2,56371 -2,79578 E /
S 60,
< 400 ‘q,.»»’""’
20,0 o ,,,,cr”"’
0,0
0 2 4 6 8 10 12
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10-100 ug.mL™* derisim araliginda

Tablo 5.5. Dogrusallik sonuglar1 (10-100 pg.mL?)

Derisim Seri 1 Seri 2 Seri 3
1 Ortalama SS SH
(ng.ml™)  Alan Rt Alan.Rt? Alan Rt Alan.Rt? Alan Rt Alan.Rt?
10 215,3 1,834 117,394 218,1 1,842 118,404 215,3 1,865 115,442 117,080 1,5055 0,8692
20 425,0 1,837 231,355 4224 1,840 229,565 420,0 1,866 225,080 228,667 3,2325 1,8663
30 630,4 1,840 342,609 621,2 1,837 338,160 630,7 1,865 338,177 339,649 2,5636 1,4801
40 845,6 1,838 460,065 846,7 1,841 459,913 849,0 1,857 457,189 459,056 1,6185 0,9344
50 1052,3 1,839 572,213 1064,2 1,837 579,314 1055,5 1,856 568,696 573,408 5,4089 3,1228
60 12640 1,835 688,828 12844 1,853 693,146 1274,7 1,856 686,800 689,591 3,2414 1,8714
70 1484,4 1,841 806,301 14984 1,866 803,001 1485,3 1,857 799,838 803,047 3,2315 1,8657
80 1685,7 1,834 919,138 1706,9 1,875 910,347 1688,3 1,856 909,644 913,043 5,2904 3,0544
90 1899,8 1,834 1035,878 1900,5 1,873 1014,682 1924,2 1,855 1037,305 1029,288 12,6692 7,3146
100 21104 1,837 1148,830 21171 1,874 1129,723 21111 1,850 1141,135 1139,896 9,6137 5,5504
Tablo 5.6. Dogrusallik egrisinin degerleri (10-100 pg.mL-1) 1200,0 _
y =11,40898x + 1,77844 P
Seril Seri 2 Seri3  Ortalama 1000,0 R2=0,99995 P -
R2 009888  0,99940  0,99905  0,99952 800.0 g
Egim 12,30072 12,36762 12,12473 12,26436 T
y-kesisim -3,02231 -2,80131 -2,56371 -2,79578 i 600,0
[+
< 400,0 ",,O/
2000 q“,«"”
0,0
0 20 40 60 80 100 120
Derigim (png.mL1)

Sekil 5.3. Dogrusallik egrisi (10-100 pg.mL?)
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5.1.1.3.3. Dogruluk

1-10 ug.mL™* derisim araliginda

Tablo 5.7. Dogruluk galismasi sonuglari (1-10 pg.mL™?)

Bilinen Derisim (ug.mL?) 2 5 10
1,9679 5,0727 9,8462
Elde edilen derisim (ug.mL™) 2,0169 4,9388 9,8706
2,0306 4,9388 10,0714
98,3973  101,4532 98,4617
% Geri kazanim 100,8470 98,7759 98,7057
101,5318 98,7759  100,7137
Ortalama % Geri Kazanim 100,2587 99,6684 99,2937
Standart Hata  0,0190 0,8924 0,7135
Varyasyon Katsayisi 0,0002 0,0090 0,0072
%95 Giiven Arahgi 0,0373 0,0875 0,1398
10-100 ug.mL™* derigim araliginda
Tablo 5.8. Dogruluk ¢aligmasi sonuglart (10-100 pg.mL-1)
Bilinen Derisim (ug.mL?) 10 50 100
10,1265 49,4265 99,0583
Elde edilen derisim (ug.mL™) 9,9225 49,5379 99,3823
10,1562 50,6050 99,8871
101,2653 98,8530 99,0583
%Geri kazamim 99,2248 99,0757 99,3823
101,5619  101,2101 99,8871
Ortalama % Geri Kazammm 100,6840 99,7130 99,4426
Standart Hata  0,0735 0,7513 0,2411
Varyasyon Katsayisi 0,0007 0,0075 0,0024
%95 Giiven Arah@g  0,1439 0,7356 0,4722
5.1.1.3.4. Kesinlik
1-10 ug.mL* derisim araliginda
Tablo 5.9. Kesinlik ¢alismast sonuglar1 (1-10 pg.mL™)
Giin ici Kesinlik
1. Giin
Bilinen Derisim (ug.mL?) 2 5 10
1,9063  4,8753 9,7472
Elde edilen derisim (ug.mL™?) 1,028  4,9747 9,7744
1,9717  5,0911 9,8995
Ortalama 1,9269  4,9804 9,8070
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Standart Sapma 0,0388 0,1080 0,0812
Varyasyon Katsayis1 00,0202 0,0217 0,0083
%95 Giiven Araligi 0,0439  0,1222 0,0919
Giinlerarasi Kesinlik
2. Giin
Bilinen Derisim (ug.mL?) 2 5 10
1,9786  4,9492 10,0783
Elde edilen derisim (pg.mL'l) 1,9818 48772 10,2406
1,9915  5,0056 10,2019
Ortalama 1,9840  4,9440 10,1736
Standart Sapma 0,0067 0,0644 0,0847
Varyasyon Katsayis1 00,0034 0,0130 0,0083
%95 Giiven Arahg1 0,0076 0,0728 0,0959
3. Giin
Bilinen Derisim (ug.mL™?) 2 5 10
1,9288  5,0445 9,9295
Elde edilen derisim (ug.mL™) 1,8912  5,0832 9,9058
1,9202  4,9777 10,0732
Ortalama 1,9134  5,0351 9,9695
Standart Sapma 0,0197 0,0534 0,0906
Varyasyon Katsayis1 00,0103  0,0106 0,0091
%95 Giiven Arahg1 0,0223  0,0604 0,1025
10-100 ug.mL™* derisim araliginda
Tablo 5.10. Kesinlik ¢aligmasi sonuglar1 (10-100 pg.mL-1)
Giin ici Kesinlik
1. Giin
Bilinen Derisim (ug.mL™?) 10 50 100
10,3772 50,3074 97,5196
Elde edilen derisim (ug.mL™) 10,4258 50,5928 99,3144
10,4904 50,6641 97,8881
Ortalama 10,4311 50,5214 98,2407
Standart Sapma  0,0568 0,1887 0,9479
Varyasyon Katsayis1 00,0054 0,0037 0,0096
%95 Giiven Arahig 0,0642 0,2134 1,0718
Giinlerarasi Kesinlik
2. Giin
Bilinen Derisim (ug.mL?) 10 50 100
9,9797 50,8830  100,3755
Elde edilen derisim (ug.mL™) 10,1413 50,5646 99,8389
10,0277 50,6421 98,9110
Ortalama 10,0496 50,6965 99,7085
Standart Sapma  0,0830 0,1660 0,7409
Varyasyon Katsayis1 00,0083 0,0033 0,0074
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%95 Giiven Arahg 0,0938 0,1877 0,8377

3. Giin
Bilinen Derisim (ug.mL™?) 10 50 100
9,9844 50,4711 99,9514
Elde edilen derisim (pg.mL'l) 10,0283 50,3002 100,2383

9,8653 50,3797 99,9943

Ortalama 9,9594 50,3837 100,0613
Standart Sapma  0,0843 0,0855 0,1548
Varyasyon Katsayis1  0,0085 0,0017 0,0015
%95 Giiven Arahigi  0,0954 0,0967 0,1750

5.1.1.3.5. Duyarlhlik

1-10 ug.mL? derisim araliginda

Tablo 5.11. Saptama ve tayin sinirlar1 (1-10 ug.mL™?)

Simir Derisim

LOD (Saptama 0,2475
Sinir)

LOQ (Tayin Siniry) 0,7499

10-100 ug.mL™* derigim araliginda

Tablo 5.12. Saptama ve tayin sinirlari (10-100 pg.mL-1)

Simir Derisim

LOD (Saptama
Sinir) 1,3898

LOQ (Tayin Siniry) 4,2115

5.1.1.3.6. Secicilik

Saf etkin maddenin ve etkin madde hari¢ analiz ortaminda bulunabilecek diger

maddelerin fiziksel karistminin UPLC kromatogramlar1 Sekil 5.4’te gosterilmistir.
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Sekil 5.4. Segicilik ¢alismasina ait kromatogramlar

5.1.1.4. Etkin maddenin fourier déniisiimlii kKizilétesi spektrometresi

Etkin maddenin FTIR analiz sonuglar1 Sekil 5.5’te gosterilmistir.
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Sekil 5.5. Etkin madde FTIR spektrumu
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5.1.1.5. Etkin maddenin niikleer manyetik rezonans spektrometresi

Etkin maddenin NMR spektrumlari Sekil 5.6’te gosterilmistir.

| ‘ . ‘ i‘( ‘
i

15 10 5 o tppm]

A

Sekil 5.6. Etkin madde NMR spektrumu

5.1.2. Yardimc1 maddelerin spektroskopik analizleri
5.1.2.1. Fourier déniigiimlii Kizilétesi spektrometresi

Formiilasyonlarda yardimc1 madde olarak kullanilan PVA (Sekil 5.7) ve Eudragit®
L100 (Sekil 5.8) polimerlerinin FTIR spektrumlari gosterilmistir.

110 — N —

%T |

e

1
3286,70
2937,59
291251

T ‘ T | T
2500 2000 1500

‘ T
1000 500
cm-1

I
3000
Sekil 5.7. PVA polimerinin FTIR spektrumu
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Sekil 5.8. Eudragit® L100 polimerinin FTIR spektrumu

5.1.2.2. Niikleer manyetik rezonans spektrometresi

Formiilasyonlarda yardimci madde olarak kullanilan PVA (Sekil 5.9) ve Eudragit®
L100 (Sekil 5.10) polimerlerinin NMR spektrumlar1 gésterilmistir.

15 10 5 0 tppm]

Sekil 5.9. PVA polimerinin NMR spektrumu
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15 10 5 ] [ppm]

Sekil 5.10. Eudragit® L100 polimerinin NMR spektrumu
5.1.3. Coziiniirlik

Etkin maddenin ¢esitli ¢oziiciilerdeki ¢oziiniirlik ¢aligmasinin sonuglari Tablo
5.13’te gosterilmistir. Coziiniirlik calismast DMF ile de gerceklestirilmis, yontemde
belirtilen 0,4 gram etkin maddenin tamami ¢6ziindiigii i¢in Rutin hidrat’in DMF teki

¢oziiniirliigii > 80 mg.mL™? olarak belirlenmistir.

Tablo 5.13. Rutin hidrat’in farkl ¢6ziiciilerdeki ¢6ziiniirlik degerleri

Giinlere Gore Coziiniirliik (mg.mL™?)

Giinler (n=3)

BDS PBS MeOH EtOH

1 0,118 0,121 41,065 37,284

1. Giin 2 0,119 0,126 40,494 37,674
3 0,117 0,114 39,876 36,011
Ortalama 0,118 0,120 40,478 36,990
SS 0,001 0,006 0,595 0,870

1 0,114 0,117 46,642 38,981

2.Giin 2 0,109 0,114 45,274 38,054
3 0,110 0,113 40,332 36,791
Ortalama 0,111 0,115 44,083 37,942
SS 0,003 0,002 3,319 1,099

1 0,112 0,124 43,821 37,246

3.Giin 2 0,102 0,114 46,488 37,954
3 0,113 0,121 40,754 36,466
Ortalama 0,109 0,120 43,688 37,222
SS 0,006 0,005 2,869 0,744

Coziiniirlik 0,113 +0,005 0,118 +0,003  42,750+1,977 37,387 £ 0,497
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5.1.4.

5.2.

Termal analizler

Etkin maddenin DSC termogrami Sekil 5.11°de gosterilmistir.

Dsc
mW

40.00-

30.00-

20.00-

10.00~

-0.00=

Formiilasyon Calismalari

100

Temp [C]

200

300

Sekil 5.11. Rutin hidrat’in DSC termogrami

Nanolif formiilasyonlarinin iiretim yonteminin optimizasyon ve standardizasyonu

icin sistemler oturtmadan Once, elektroegirme cihazinin parametrelerini tanimak ve

degisiklikleri gorebilmek i¢in gergeklestirilen kontrolsliz denemelerden birka¢ Grnek

(Tablo 5.14) ve sonuglar1 (Gorsel 5.2) gosterilmistir.

Tablo 5.14. Deneme ¢alismalarimin bilesen miktarlari

Formiil Rutin Polimerler (g) Coziiciiler (mL)

Kodu  Hidrat (g) EUD PVA BDS EtOH MeOH DMF
D1 30 70

D2 75 100

D3 34

D4 2,5 6 14

D5 90 10
D6 90 10
D7 80 1,6 18 2

D8 80 1,6 16 4

D9 80 1,8 18 2
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D1 AUBIBAM 2021/06/01  10:42 HMMD4.7 x2.0k 30 um D2 AUBIBAM 2021/06/23  12:28 HMMD5.7  x5.0k 20 pm

-

; Y SRV . v, h .
D3 AUBIBAM 2021/09/23  13:50 HMMD5.5 5.0k 20 pm D4 AUBIBAM 2021/09/23  13:54 HMMD5.9  x1.5k 50 pm

Y WS .
D5 AUBIBAM 2021/09/23  13:59 HMMD5.2 x5.0k 20 ym D6 AUBIBAM 2021/09/23  14:23 HMMD5.6  x10k 10 pm

55



D7 AUBIBAM 2021/10/27  10:36 HMMD5.4 x10k 10 ym D8 AUBIBAM 2021/10/27  10:41 HMMD6.4  x10k 10 pm

D9 AUBIBAM 2021/10/27  10:45 HMMD6.2 x10k 10 ym

Gorsel 5.2. Deneme ¢alismalarinin SEM goériintiileri

Yapilan genis ¢apli 6n denemeler ve literatiir arastirmalart sonucunda nanolif
formiilasyonlarinin hedeflenen etkilerini saglamak icin PVA ve Eudragit® L100

polimerleri segilmistir.
5.2.1.1. Taguchi metodu deney érgiisii

Taguchi metodu i¢in belirlenen faktor ve seviyelere gore hazirlanan deney Oriintiisii
PVA kullanilan formiilasyon i¢in Tablo 5.15’te, Eudragit® L100 kullanilan formiilasyon
icinse Tablo 5.16°da gosterilmistir. Formiilasyonlara eklenen Rutin hidrat miktarlari
polimerin Boliim 4.2.2°de belirtildigi gibi %10’u olacak sekilde hesaplanmistir. Ayrica
Tablo 4.1 ve Tablo 4.2’de belirtilen faktorler arasinda yer almayan ¢oziicii miktarlart,
Taguchi faktorlerindeki ¢oziicii seviyelerinin toplam ¢6ziicii miktarindan ¢ikartilmasiyla

hesaplanmastir.
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Tablo 5.15. PVA kullanilan formiilasyonlar i¢in bilegen miktarlar

Rutin ..
PVA (mg) DMF (mL) BDS (mL) hidrat(mg) Mesafe (cm) Igne Capi (G)
P1 1050 5 8 105 17 17
P2 1050 5,5 7,5 105 15 19
P3 1050 6 7 105 13 21
P4 1050 6,5 6,5 105 11 23
P5 1000 5 8 100 15 21
P6 1000 55 7,5 100 17 23
P7 1000 6 7 100 11 17
P8 1000 6,5 6,5 100 13 19
P9 950 5 8 95 13 23
P10 950 55 7,5 95 11 21
P11 950 6 7 95 17 19
P12 950 6,5 6,5 95 15 17
P13 900 5 8 90 11 19
P14 900 5,5 7,5 90 13 17
P15 900 6 7 90 15 23
P16 900 6,5 6,5 90 17 21

Tablo 5.16. Eudragit® L100 kullanilan formiilasyonlar igin bilesen miktarlari

EUD (mg) MeOH (mL) DMF(ml) . d?:ggqg) Mesafe (cm) igne Capi (G)
E1 1400 6 4 140 11 17
E2 1400 65 35 140 13 19
E3 1400 7 3 140 15 21
E4 1400 75 25 140 17 23
E5 1350 6 4 135 13 21
E6 1350 65 35 135 1 23
E7 1350 7 3 135 17 17
E8 1350 75 25 135 15 19
E9 1300 6 4 130 15 23
E10 1300 65 35 130 17 21
E11 1300 7 3 130 11 19
E12 1300 75 25 130 13 17
E13 1250 6 4 125 17 19
E14 1250 65 35 125 15 17
E15 1250 7 3 125 13 23
E16 1250 75 25 125 11 21
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5.2.1.2. Formiilasyonlarin hazirlanmas ve degerlendirilmesi

Cozeltiler, Boliim 4.2.3’te agiklandigi sekilde hazirlanmis ve ardindan Boliim
4.2.4’¢ uygun sekilde egrilerek nanolifler elde edilmistir. Elde edilen nanoliflerin lif
caplar1 ve boncuk sayilar1 Boliim 4.3.1°de belirtildigi gibi analiz edildikten sonra Taguchi
metodu araciligiyla en kiiciikk lif ¢apina sahip boncuksuz formiilasyonlar i¢in deney
diizenegi hazirlanan faktorlerin hangi seviyelerinin kullanilmasi gerektigi belirlenmistir.
Ayrica yapilan ANOVA analiziyle bu faktorlerin lif ¢ap1 ve boncuk olusumu iizerindeki
etkileri istastistiksel olarak degerlendirilmistir. Olusturulan nanoliflerin SEM goriintiileri
Gorsel 5.3, Gorsel 5.4, Gorsel 5.5, Gorsel 5.6, Gorsel 5.7, Gorsel 5.8, Gorsel 5.9, Gorsel
5.10°da lif ¢aplar1 Tablo 5.17 ve Tablo 5.18’de, boncuk sayilar1 ise Tablo 5.19 ve Tablo
5.20°de gosterilmistir.

58



AUBIBAM 2022/04/19  10:31 HMMD5.6  x10k

AUBIBAM 2022/04/19  10:53 HMMD5.5  x10k

AUBIBAM 2022/04/19

2022/04/19  11:30 HMMD4.8  x10k 10 pm

AUBIBAM 2022004/19  11:28 HMMD4.8 x2.0k 30 pm AUBIBAM

Gorsel 5.3. PVA polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM goriintiileri — 1
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AUBIBAM 2022/04/19  11:44 HMMD5.7 x10k

AUBIBAM 11:55 HMMD5.3  x10k 10 pm

2647m

AUBIBAM

2022/04/19  15:10 HMMD5.3  x10k

FAS AT " s oS

AUBIBAM 2022/04/19 15:20M:)5.3 x2.0k 30 pm

AUBIBAM 2022/04/19  15:21 HMMD5.3  x10k 10 pm

Gorsel 5.4. PVA polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM gériintiileri — 2
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AUBIBAM 2022/04/19 10 pm

AUBIBAM 2022/04/19 HMMD5.1 x2.0k 30 pm AUBIBAM 2022/04/19  15:58 HMMD5.1 x10k 10 pm

AUBIBAM 2022/04/19  16:09 HMMD5.3  x10k 10 pm

AUBIBAM 2022/04/19  16:17 HMMD4.7  x10k

Gorsel 5.5. PVA polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM goriintiileri — 3
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AUBIBAM

O AR
5 Pl 2 . !}A‘ﬂﬁ[&
, A N 4! o Y

2022/04/19

16:45 HMMD5.1  x2.0k

2022/04/19  16:56 HMMDS.!

Tagen
7

AUBIBAM 2022/04/19  16:47 HMMD5.1  x10k

19401 i

2022/04/19  16:57 HMMD5.6  x10k

AUBIBAM

2022/04/19  17:04 HMMD4.7 x10k

2022/04/20  09:38 HMMD5.1  x10k

AUBIBAM

Gorsel 5.6. PVA polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM goriintiileri — 4

62



AUBIBAM 2022/08/25 15:17 HMMD5.2 x2.0k 30 pm

E2

AUBIBAM 2022/09/01  10:44 HMMD5.0 x2.0k 30 pm

E3

2022/08/25 15:38 HMMD5.4 x2.0k

AUBIBAM

AUBIBAM

AUBIBAM

AUBIBAM

2022/08/25

2022/08/25

2022/08/25

2022/08/25

15:20 HMMD5.2  x10k

15:28 HMMD5.0  x10k

15:42 HMMD5.4  x10k

15:58 HMMD5.6  x10k

Gorsel 5.7. Eudragit® L100 polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM goriintiileri — 1
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H5fim

2022/08/25 AUBIBAM 2022/08/25  16:05 HMMD4.9 x10k

AUBIBAM . ¥ AUBIBAM 2022/08/25 16:10 HMMD5.2  x10k

N

AUBIBAM 2022/09/01  10:44 HMMD5.0 x10k

AUBIBAM 2022/08/25 15:26 HMMD5.0 x2.0k 30 ym

AUBIBAM 2022/09/01 10:56 HMMD5.3 x2.0k 30 ym

AUBIBAM 2022/09/01  10:59 HMMD5.3  x10k

Gorsel 5.8. Eudragit® L100 polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM goriintiileri — 2
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AUBIBAM MMD4.7 x2.0k 30 pm AUBIBAM 2022/09/01  11:10 HMMD4.7  x10k

ol

AUBIBAM 2022/09/01  11:29 HMMD4.9 x2.0k 30 pm

1246m

AUBIBAM 2022/09/01  11:43 HMMD5.1 x2.0k 30 pm

AUBIBAM

AUBIBAM 2022/09/01  11:51 HMMD4.7 x2.0k 30 AUBIBAM 2022/09/01  11:55 HMMD4.7 x10k

Gorsel 5.9. Eudragit® L100 polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM gériintiileri — 3
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AUBIBAM 2022/09/01  11:36 HMMD4.9  x10k

10 pm

10 pm




1850m

AUBIBAM 2022/09/01  11:06 HMMD4.7 x2.0k 30 pym

AUBIBAM 2022/09/01  11:10 HMMD4.7  x10k

AUBIBAM 2022/09/01  11:29 HMMD4.9  x2.0k 30 pm

2022/09/01 11:36 HMMD4.9  x10k 10 pm

N

AUBIBAM 2022/09/01  11:46 HMMD5.1  x10k 10 pm

AUBIBAM 2022/09/01

I8gam

e —— — —— I — e —
AUBIBAM 2022/09/01  11:51 HMMD4.7 x2. 30 pm AUBIBAM 2022/09/01  11:55 HMMD4.7 x10k 10 pm

Gorsel 5.10. Eudragit® L100 polimeri ile hazirlanan nanoliflerin SEM goriintiileri — 4
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Tablo 5.17. PVA polimeri ile hazirlanan nanoliflerin lif ¢aplari

Form. Lif cap1 (nm) Ortalama
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 LifCam
P1 422 307 179 199 353 167 145 134 211 194 167 671 316 214 475 276,933
P2 318 338 362 349 457 248 692 253 307 323 179 388 323 229 691 363,800
P3 224 300 200 318 189 102 311 373 212 558 157 222 225 303 212 260,400
P4 369 181 179 225 245 250 324 181 229 212 151 246 314 176 386 244,533
P5 245 299 283 167 259 300 167 283 373 229 194 273 179 256 314 254,733
P6 250 229 245 248 311 200 211 291 225 212 211 268 181 194 200 231,733
P7 273 338 314 264 248 300 425 467 246 189 176 353 278 401 248 301,333
P8 174 273 253 211 259 303 253 145 167 205 151 151 256 259 194 216,933
P9 291 176 111 151 102 181 157 127 127 124 134 127 124 145 189 151,067
P10 159 245 151 291 373 102 111 99 159 111 105 246 159 149 111 171,427
P11 225 248 475 274 124 90 245 102 124 105 111 181 124 124 194 183,040
P12 176 167 214 236 214 159 167 167 181 200 176 268 278 189 256 203,200
P13 141 229 336 176 124 124 145 214 176 159 159 248 145 157 189 181,467
P14 157 105 174 194 141 124 157 90 212 134 124 134 90 90 - 137,486
P15 90 189 111 124 176 79 134 124 90 159 105 179 167 212 245 145,520
P16 141 111 159 179 200 211 176 127 253 194 145 127 141 159 167 166,000
Tablo 5.18. Eudragit® L100 polimeri ile hazirlanan nanoliflerin lif ¢aplar
Form. Lif ¢cap1 (nm) Oftalama
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 LifCap
E1 127 176 134 167 75 75 124 159 229 253 176 124 145 124 127 147,600
E2 278 224 124 111 127 127 124 99 127 145 174 111 205 145 181 153,493
E3 176 200 159 151 79 105 151 159 205 194 179 149 234 149 212 166,773
E4 222 157 145 124 145 151 145 174 181 212 151 268 225 174 157 175,400
E5 127 141 102 127 127 102 145 75 236 90 99 102 314 111 102 133,300
E6 79 111 145 181 157 105 105 90 214 127 111 102 111 124 124 125,680
E7 151 111 124 127 102 124 176 102 102 56 151 167 127 167 151 129,173
E8 145 141 127 127 181 124 124 234 157 105 194 141 99 124 145 144,560
E9 79 102 105 124 174 102 79 124 99 134 56 111 70 79 111 103,207
E10 145 75 124 151 145 102 111 141 102 127 99 90 124 145 111 119,433
E11 124 90 124 90 134 127 79 90 145 134 99 124 79 141 214 119,493
E12 75 99 134 211 111 159 102 134 111 111 141 127 102 145 124 125,727
E13 111 111 79 124 102 90 90 124 99 90 90 90 127 127 102 103,600
E14 70 102 157 102 124 124 102 90 102 56 56 134 90 124 90 101,420
E15 99 127 99 79 127 102 70 127 127 90 50 102 79 102 145 101,640
E16 79 179 102 79 75 79 56 124 70 99 90 111 50 90 79 90,607
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Tablo 5.19. PVA polimeri ile hazirlanan nanoliflerde 10kx biiyiitme ile birim alandaki boncuk sayilar

Formiilasyon P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8 P9 P10 P11 P12 P13 P14 P15 P16
BoncukSayi)sa 0 O O O O O O O 62 72 60 34 55 152 105 149

Tablo 5.20. Eudragit® L100 polimeri ile hazirlanan nanoliflerde 10kx biiyiitme ile birim alandaki boncuk

sayilar1

Formiilasyon E1 E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 E10 E11 E12 E13 E14 E15 El6
BoncukSayim 7 0 2 0 22 19 9 0 38 28 11 7 57 28 30 21

Hem nanolif ¢aplart hem de boncuk sayilari i¢in iki ayr1 Taguchi ve ANOVA

analizi gerceklestirilmistir.

5.2.1.2.1. PVA nanolifler icin Taguchi analiz sonuclar

Tablo 5.21. Nanolif ¢ap1 Taguchi analizinin S/N oranlari i¢in yanit tablosu (PVA ile hazirlanan)

Seviye PVA Miktar Céziiciideki Su Hacmi Mesafe igne Cap1
(mg) (mL) (cm) (G)
1 -43,9 -46,26 -46,8 -46,84
2 -44,92 -46,6 -45,35 -47,09
3 -47,93 -46,49 -47,19 -46,38
4 49,04 46,43 46,45 45,48
Delta 5,14 0,34 1,84 1,62
Rank 1 4 2 3

S/N Oranlan icin Ana Etki Grafigi
PVA Miktan (mg) Coziiciideld Su Hacmi (mL) Mesafe (cm) Igne Capt

-45

-46

-47

S/N oranlarinin ortalamasi

-48

-49

900 950 1000 1050 6,5 7,0 7.5 8,0 1 13 15 17 17 19 21 23

Sekil 5.12. Nanolif ¢ap1 Taguchi analizinin S/N oranlar1 i¢in yanit grafigi (PVA ile hazirlanan)
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Tablo 5.22. Nanolif ¢ap1 i¢in varyans analiz sonuglari (PVA ile hazirlanan)

Faktor Etki degperi
PVA Miktar1 (mg) 74,48% 0,048
Cozeltideki Su Hacmi (mL) 1,32% 0,911
Mesafe (cm) 8,92% 0,458
Igne Cap1 (G) 7,46% 0,515

Modelin determinasyon katsayis1 (r2) %92,18 olarak hesaplanmustir.

Tablo 5.23. Boncuk sayist Taguchi analizinin S/N oranlar1 i¢in yanit tablosu (PVA ile hazirlanan)

Seviye PVA Miktar Céziiciideki Su Hacmi Mesafe igne Cap1
(mg) (mL) (cm) S
1 -40,583 11,477 12,012 11,433
2 -34,797 11,003 10,129 12,407
3 60 9,804 12,237 9,847
4 60 12,336 10,243 10,932
Delta 100,583 2,532 2,108 2,56
Rank 1 3 4 2

S/N Oranlan icin Ana Etki Grafigi

PVA Miktart Coziiciideld Su Hacmi (mL) Mesafe (cm) Igne Capi (G)
75
50
2
&
g
&
=
e 25
o
=
g W e H'\f—f.
Z
=
g 0
<
w
-25
-50
900 950 1000 1050 6,5 7,0 7.5 8,0 n 13 15 17 17 19 21 23

Sekil 5.13. Boncuk sayis1 Taguchi analizinin S/N oranlari igin yanit grafigi (PVA ile hazirlanan)
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Tablo 5.24. Boncuk sayisi igin varyans analiz sonuglari (PVA ile hazirlanan)

Faktor Etki degperi
PVA Miktar1 (mg) 83,87% 0,027
Cozeltideki Su Hacmi (mL) 3,39% 0,663
Mesafe (cm) 3,59% 0,647
igne Cap1 (G) 3,38% 0,665

Modelin determinasyon katsayis1 (r?) %94,23 olarak hesaplanmustir.

5.2.1.2.2. Eudragit® L100 nanolifler icin Taguchi analiz sonuclart

Tablo 5.25. Nanolif ¢ap1 Taguchi analizinin S/N oranlari i¢in yamt tablosu (Eudragit® L100 ile

hazirlanan)
Seviye Eud.ragit® L100 Coziiciideki Su Hacmi Mesafe igne Cap1
Miktar1 (mg) (mL) (cm) (G)
1 -39,93 -42,3 -41,51 -41,93
2 -41,34 -42,09 -42,09 -42,19
3 -42,48 -41,84 -42,01 -41,91
4 -44.11 -41,61 -42,24 -41,82
Delta 418 0,69 0,72 0,37
Rank 1 3 2 4

S/N Oranlan icin Ana Etki Grafigi

Eudragit® L100 Miktar {mg) oziiclideki DMF miktari {(mL)| Mesafe (cm) Igne Cap1 (G)
-40
g -41
=
=
=
=}
£
E -4 '\'/r/‘
£
=
=
=}
Z
w43
-44

1250 1300 1350 1400 25 30 35 40 1 13 15 17 17 19 21 23

Sekil 5.14. Nanolif gap1 Taguchi analizinin S/N oranlari igin yanit grafigi (Eudragit® L100 ile hazirlanan)
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Tablo 5.26. Nanolif ¢ap1 varyans analiz sonuglar1 (Eudragit® L100 ile hazirlanan)

P

Faktor Etki ..
degeri

Eudragit® L100 miktar1 (mg) 88,53% 0,018

Coziiciideki DMF Hacmi (mL) 3,61% 0,568
Mesafe (cm) 2,89% 0,636

igne

Cap1 (G) 0,48% 0,95

Modelin determinasyon katsayis1 (1?) %95,52 olarak hesaplanmustir.

Tablo 5.27. Boncuk sayis1 Taguchi analizinin S/N oranlari igin yanit tablosu (Eudragit® L100 ile

hazirlanan)
Sevive Eudragit® L100 Céoziiciideki DMF Hacmi Mesafe igne Cap
y Miktar1 (mg) (mL) (cm) (G)
1 -30,012 19,163 -22,437 -20,458
2 -24,567 -18,869 -3,323 16,014
3 -2,877 -5,865 -1,64 -22,064
4 24,269 -27,616 -5,786 -6,678
Delta 54,281 46,779 20,797 38,078
Rank 1 2 4 3
S/N Oranlari icin Ana Etki Grafigi
Eudragit® L100 Miktari (mg) [Cozlictideki DMF miktari (mL) Mesafe (cm) Igne Capi (G)
30
20
Z
£ 1w
=
4=
=}
2 o
3
C 10
<
7]
-20
-30

1250 1300 1350 1400 25 30 35 40 1 13 15 17 17 19 21 23

Sekil 5.15. Boncuk sayisi Taguchi analizinin S/N oranlar1 igin yanit grafigi (Eudragit® L100 ile

hazirlanan)
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Tablo 5.28. Boncuk sayisi i¢in varyans analiz sonuglar1 (Eudragit® L100 ile hazirlanan)

Faktor Etki degperi
Eudragit® L100 miktar1 (mg) 55,80% 0,012
Coziiciideki DMF Hacmi (mL) 32,35% 0,026
Mesafe (cm) 5,43% 0,234
igne Cap1 (G) 4,26% 0,294

Modelin determinasyon katsayisi (r2) %97,85 olarak hesaplanmustir.
5.2.1.3. Optimum elektroegirme parametrelerinin segimi

Coziiclinlin igerdigi su hacmi, mesafe ve igne ¢ap1 Taguchi analiz sonuglarinin
onerdigi en uygun seviyelerde sabit tutulup PVA miktar1 degistirilerek Tablo 5.29’daki

oranlarla deneyler tekrarlanmis ve sonuglari Gorsel 5.11°de gosterilmistir.

Tablo 5.29. PVA miktarina gore lif cap1 degisimlerinin incelendigi parametreler

PVA(mg) ~ DMF(mL) BDS(mL) . df:&gﬂg) Mesafe (cm)  igne Capi (G)
PPL 9875 6,5 6,5 98,75 13 23
PP2 975 6,5 6,5 97,5 13 23
PP3 9625 6,5 6,5 96,25 13 23

i
1

; ¥ Sy S A
AUBIBAM 2022/10/11  16:05 HMMD5.3 x1.0k 100 pr

Gorsel 5.11. PVA miktarina gore lif ¢ap1 degisimlerinin incelendigi parametrelerin SEM goriintiileri
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Coziiciiniin icerdigi su hacmi, mesafe ve igne ¢ap1 Taguchi analiz sonuglarinin
onerdigi en uygun seviyelerde sabit tutulup Eudragit® L100 miktar1 degistirilerek Tablo

5.30°daki oranlarla deneyler tekrarlanmigtir. Sonuglar Gorsel 5.12°de gosterilmistir.

Tablo 5.30. Eudragit® L100 miktarina gore lif cap1 degisimlerinin incelendigi parametreler

Rutin o
EUD (mg) MeOH (mL) DMF (mL) hidrat(mg) Mesafe (cm) Igne Capi (G)
EE1 1387,5 7.5 2,5 138,75 11 23
EE2 1375 7.5 2,5 137,5 11 23
EE3 1362,5 7.5 2,5 136,25 11 23

2022/10/11  14:17 HMMD5.2  x2.0k 30 pm

AUBIBAM 202211011 14:09 HMMD55 x2.0k 30 pm

Gorsel 5.12. Eudragit® L100 miktarna gére lif gap1 degisimlerinin incelendigi parametrelerin SEM

gorintiileri

Yapilan formiilasyon g¢aligmalarinin sonucu olarak, boncuk yapist icermeyen en
ince liflere sahip optimum yara ortiilerinin elde edilmesi igin elektroegirme parametreleri
Tablo 5.31 ve

Tablo 5.32°deki gibi belirlenmistir. Etkin maddesiz formiilasyonlar olan F-PVA ve
F-EUD nanoliflerinin iretiminde ise ayni parametreler etkin madde olmadan

tekrarlanmastir.

Tablo 5.31. PVA ile hazirlanan nanoliflerin optimum elektroegirme parametreleri

DMF Rutin Mesafe  igne Capi
PVAMMI) iy BPS(ML) pigratmg)  (cm) @)
F-PVA-Rutin 1000 6,5 6,5 100 13 23
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F-PVA 1000 6,5 6,5 0 13 23

Tablo 5.32. Eudragit® L100 ile hazirlanan nanoliflerin optimum elektroegirme parametreleri

MeOH DMF Rutin Mesafe  igne Capi
EUD (mg) (ML) hidrat(mg)  (cm) (G)
F-EUD-Rutin 1375 75 25 1375 11 23
F-EUD 1375 75 25 0 11 23

PVA iceren elektroegirme ¢ozeltileri 3,5 mL/sa akis hiz1 ve 26 kV voltaj degerinde
6,5 mL, Eudragit® L100 igeren elektroegirme ¢dzeltileri 3 mL/sa akis hiz1 ve 20 KV voltaj
degerinde 3,64 mL hacimlerinde egrilmistir.

5.3. Karakterizasyon Cahsmalari

5.3.1. Fiziksel goriiniis

F-PVA ve F-EUD formiilasyonlarinin opak beyaz renkli, piiriizsiiz, homojen; F-
PVA-Rutin formiilasyonunun opak sari1 renkli, piiriizsiiz, homojen; F-EUD-Rutin
formiilasyonunun ise opak sarimtirak, piriizsiz, homojen birer diizlemsel Ortii

goriiniimiine sahip olduklar1 gézlenmistir.
5.3.2. Mikroskobik analizler

5.3.2.1. Taramah elektron mikroskobu (SEM)

PVA-Rutin formiilasyonunun 30Kx ve 220Kx biiyiitmedeki SEM goriintiileri
Gorsel 5.13 ve Gorsel 5.14, EUD-Rutin formiilasyonunun 30Kx ve 200 Kx biiyiitmedeki
SEM goriintiisti Gorsel 5.15 ve Gorsel 5.16°de gosterilmistir.
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WD = 6.5mm Mag= 30.00K X EHT = 5.00 kV Anadolu University
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTRA PLUS

y: 34

WD=65mm Mag=200.00KX EHT= 5.00kV Anadolu University
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTI

Gorsel 5.14. F-PVA-Rutin formiilasyonunun SEM goriintiisii (200Kx biiyiitme)
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WD = 6.6mm Mag= 30.00K X Anadolu University
Signal A = SE2 Faculty of Science

i

Mag =220.00KX EHT= 5.00kV Anadolu University 71
Signal A = SE2 Faculty of Science ULTI

Gorsel 5.16. F-EUD-Rutin formiilasyonunun SEM goriintiisii (220Kx biiyiitme)
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5.3.2.2. Lif capinin belirlenmesi
Formiilasyonlarin lif ¢aplar1 Tablo 5.33’de gosterilmistir.

Tablo 5.33. Optimum formiilasyonlarin lif ¢aplari

Formiilasyon Lif Cap1 (nm)

PVA-Rutin 258,371 + 104,813

EUD-Rutin 125,115 + 63,365

5.3.3. Spektroskopik analizler
5.3.3.1. Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR)

Formiilasyonlarin FTIR spektrumlari, etkin madde, fiziksel karisim ve etkin

maddesiz formiilasyonlar ile karsilastirmali olarak Sekil 5.16’te gosterilmistir.

RUTIN RUTIN

PVA Eudragit®* L100
FK FK

F-PVA F-EUD
F-PVA-RUTIN F-EUD-RUTIN

T T T T T T T 1 T T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Sekil 5.16. Karsilagtirmali FTIR Spektrumlari
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5.3.3.2. Niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

Formiilasyonlarin NMR spektrumlari, etkin madde, fiziksel karisim ve etkin

maddesiz formiilasyonlar ile karsilastirmali olarak Sekil 5.17°da gosterilmistir.

ik Lk
! ! Jt R

F-PVA

ﬁ
i
|

I

J

L

F-PVA-RUTIN

F-EUD-RUTIN M H

15 10

5 0 [ppm]

15 10 5 0 [ppm]

Sekil 5.17. Karsilagtirmali NMR Spektrumlari
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5.3.4. Termal analizler

Formiilasyonlarin DSC termogramlari, etkin madde, fiziksel karigim ve polimer ile

karsilastirmali olarak Sekil 5.18’te gosterilmistir.

RUTIN RUTIN

PVA//\ Eudragit®*L100
F-PVA-Rutin F-EUD-RUTIN

100 200 100 200
SICAKLIK (°C) SICAKLIK (°C)

Sekil 5.18. Karsilagtirmali DSC termogramlari

5.3.5. Tekstiir profil analizi

Formiilasyonlarin tekstiir profil analizlerinin sonuglart Sekil 5.19 ve Tablo 5.34’te

verilmistir.
——F-PVA-Rutin 1 F-EUD-Rutin 1
F-PVA-Rutin 2 —— F-EUD-Rutin 2
500 F-PVA-Rutin 3 —— F-EUD-Rutin 3
450 .
400
350
= 300
Z 250
© 200
150 /
100
50 \_\
0
0 2 4 6 8 10 12

Mesafe (mm)

Sekil 5.19. Formiilasyonlarin test siiresince gosterdigi mekanik degisiklikler
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Tablo 5.34. Tekstiir profilinin matematiksel degerleri

Formiilasyon Kopma Uzamasi (mm) Cekme Mukavemeti (g)

F-PVA-Rutin 7,156 £0,193 438,8+ 17,33

F-EUD-Rutin 3,192 +0,111 155,46 + 18,28
5.3.6. Antioksidan aktivite testi

Etkin maddeli ve etkin madesiz formiilasyonlarin karsilagtirmali antioksidan

aktivite sonuglar1 olarak Tablo 5.35’te gosterilmistir

Tablo 5.35. Karsilastirmali antioksidan aktivite testi sonuglari

Formiilasyon % Siipiirme
Rutin Hidrat 69,42 £ 0,6
F-PVA 5,68 +£2,92
F-EUD Etkisiz
F-PVA-Rutin 73,61 £2,01
F-EUD-Rutin 70,23 £ 1,77

5.3.7. Etkin madde miktar tayini

Formiilasyonlarin etkin madde miktar tayinleri Tablo 5.36 ve Tablo 5.37’te

gosterilmistir.

Tablo 5.36. F-PVA-Rutin etkin madde miktar tayini

1 2 3 4 5 Ort
Alan 0929 1,003 0,998 0,852 0,930 0,944
Kiitle (mg) 1,000 1,110 1,160 0,980 1,030 1,056
EM Miktari (ug) 81,687 84,885 89,719 75911 83,132 83,067
ORT 78,735

EM/Kiitle (ng/mg) 81,687 76,473 77,344 77,460 80,711 ss 2,307

SH 1,032

ORT 87,983
EM/Alan (ug/cm?) 87,930 84,631 89,898 88,064 89,389  SS 2,055

SH 0,919
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Tablo 5.37. F-EUD-Rutin etkin madde miktar tayini

1 2 3 4 5 Ort
Alan 1,028 0,979 0,998 1,076 1,063 1,029
Kiitle (mg) 1,000 1,000 1,110 1,200 1,170 1,114
EM Miktar (ng) 87,541 81,885 87,401 92,524 92,132 88,297
ORT 76,833

EM/Kitle (ng/mg) 79,687 74,671 75,620 75,419 78,769 SS 2,238

SH 1,001

ORT 85,807
EM/Alan (pg/cm?) 85,157 83,641 87,576 85,989 86,672 SS 1,502

SH 0,672

5.3.8. Etkin madde salim ¢calismasi

Saf etkin madde ve F-PVA-Rutin, F-EUD-Rutin formiilasyonlarinin in vitro salim
profili Tablo 5.38’de, salim kinetiklerine uyumluluklar: Tablo 5.39’da ve salim profilinin
grafiksel gosterimi Sekil 5.20°de sunulmustur. Etkin maddenin deney ortamindaki

kararliligin1 gosteren veriler Tablo 5.40°da gosterilmistir.

Tablo 5.38. Zamana kars1 dozaj seklinden salinan kiimiilatif etkin madde miktar1

Etkin Madde F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin
Zaman
% SH % SH % SH
5.dk 45,31 1,98 22,55 1,74 22,35 0,57

10. dk 74,80 2,79 43,55 0,74 38,78 4,34

15. dk 83,91 0,46 55,04 1,04 57,43 2,67

30. dk 84,24 0,62 74,07 0,83 78,67 1,76
45. dk 84,30 0,59 77,50 1,50 84,53 1,62
60. dk 86,31 0,77 87,03 1,53
90. dk 86,69 0,87 87,75 1,51
120. dk 86,43 0,92 86,28 1,23
240. dk 85,21 0,40 87,14 1,20
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100

% Kiimiilatif Miktar

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240 255

F-PVA-Rutin

—o— F-EUD-Rutin

RUTIN

Zaman (dk)

Sekil 5.20. Salim grafigi

Tablo 5.39. Salim profilinin matematiksel modellere uyumu

. Model
Formiil Degerlendirme — - -
Sifirinct Derece  Birinci Derece Higuchi
r 0,5919 0,9955 0,9513
F-PVA-Rutin k 2,1330 0,0680 14,4500
AlC 59,3255 27,8480 44,4464
r 0,4987 0,9873 0,9276
F-EUD-Rutin k 2,187 0,070 14,930
AlC 60,9406 35,2343 47,3984
r 0,8973 0,8923 0,9898
Rutin Hidrat k 7,571 0,306 26,217
AlIC 27,7152 27,9036 18,4870
Hixson-Crowell Baker-Lonsdale Korsmeyer-Peppas
r 0,9761 0,0000 0,8430
F-PVA-Rutin k 0,016 0,009 10,826
AlC 39,4610 84,0951 54,6402
r 0,9825 0,0000 0,8437
F-EUD-Rutin k 0,0226 0,011 16,723
AlC 37,2096 85,1533 54,7810
r 0,9968 0,0000 0,9894
Rutin Hidrat k 0,047 0,040 21,781
AlC 13,8299 49,2411 20,6184
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Tablo 5.40. Salim ortaminda etkin madde kararliligi (% Geri kazanim)

1 2 3 Ortalama (ug.mL™?) SS

Rutin

X 101,587 100,820 100,180 100,862 0,704
hidrat

5.4. Kararhlik Calismalar:
Kararlilik ¢alismalarinin 6zeti Tablo 5.41°de gosterilmistir.

Tablo 5.41. Kararlilik ¢alismalarinin 6zet tablosu

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin
5°C 25°C 40°C 5°C 25°C 40°C

Fiziksel Goriiniis  Sari - Opak Sari-Opak Sari - Opak Oarimitrak - Sarumtirak - Sarimtirak -

Opak Opak Opak
SEM - Lif Capi 136,92 +9 124,64 + 144,79 + 215,63 + 2954 + 22497 +
(nm) 1,72 70,84 50,36 73,96 65,075 53,41
ETIR Degisim Degisim Degisim Degisim Degisim Degisim
Yok Yok Yok Yok Yok Yok
DSC Degisim Degisim Degisim Degisim Degisim Degisim
Yok Yok Yok Yok Yok Yok
NMR Degisim Degisim Degisim Degisim Degisim Degisim
Yok Yok Yok Yok Yok Yok
Antioksidan 73,97 £ 70,56 + 71,79 + 71,69 +
Aktivite (%) 072  /LAE2ZS TLT2E] 0,42 0,42 217
Etkin Madde +%2 +%2 +%2 +%2 +%2 +%2
Miktar Tayini igerisinde igerisinde igerisinde igerisinde igerisinde igerisinde

5.4.1. Fiziksel goriiniis

Tiim formiilasyonlarin fiziksel goriiniisleri Boliim 4.4’te belirtilen kosullarda 30,60
ve 90. giinlerde degerlendirilmistir. F-PVA ve F-EUD formiilasyonlariin opak beyaz
renkli, piiriizsiiz, homojen; F-PVA-Rutin formiilasyonunun opak sar1 renkli, piiriizsiiz,
homojen; F-EUD-Rutin formiilasyonunun ise opak sarimtirak, piiriizsiiz, homojen

goriiniimlerini tiim kosullar ve zamanlarda koruduklar1 goriilmiistiir.

5.4.2. Mikroskobik analizler

Tiim formiilasyonlarin fiziksel goriiniisleri Boliim 4.4’te belirtilen kosullarda
yalnizca 90. giinde degerlendirilmistir. SEM ile elde edilen goriintiiler Gorsel 5.17°de,
hesaplanan lif ¢aplar1 Tablo 5.42°de gosterilmistir.
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; a

<

Gorsel 5.17. Kararlilik i¢in SEM gorintiileri

Tablo 5.42. Kararlilik igin lif ¢ap1 sonuglari

Lif Capr
Kosul
F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin
0. Giin 258,37+£104,81 125,12+63,37
5°C 215,63+73,96 136,92+91,72
25°C 295,4+65,075 124,64+70,84
40°C 224,97+53,41 144,79+50,36
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5.4.3. Spektroskopik analizler

Formiilasyonlarin Boliim 4.4’te belirtilen kosullarda 30., 60. ve 90. giinlerdeki
FTIR (Sekil 5.21, Sekil 5.22 ve Sekil 5.23) ve NMR (Sekil 5.24, Sekil 5.25 ve Sekil 5.26)

spektrumlar1 gosterilmistir.

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin

5C - LAY 5C - 1.AY

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin

5C - 2.AY 5C - 2.AY

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin

5C-3.AY 5C-3.AY

4()‘()() 35‘()() 3()‘()0 25‘()0 20‘[)() 1 5‘(]() l[)‘()l) 51;(] 4(]‘1)0 35‘()1) 30:)(! 25‘(1() 2(!;#0 1 5‘00 l()l(i[) 5(;1]
cm! cm’!

Sekil 5.21. Kararlilik i¢in FTIR spektrumlari (5°C)

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin
F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin
25C - 1.AY 25C - 1.AY

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin
25C-2.AY 25C - 2.AY

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin
25C - 3.AY 25C - 3.AY
T e e S S —————
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
o cny
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Sekil 5.22. Kararlilik icin FTIR spektrumlar1 (25°C)

F-PVA-Rutin

F-PVA-Rutin
40C - 1.AY

F-PVA-Rutin
40C - 2.AY

W

F-PVA-Rutin
40C - 3.AY

————

F-EUD-Rutin

F-EUD-Rutin
40C - 1.AY

F-EUD-Rutin

40C - 2.AY

F-EUD-Rutin

4w

T T T T
4000 3500 3000 2500

1 T T T T T T T 1
500 4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm’!

Sekil 5.23. Kararlilik i¢cin FTIR spektrumlar1 (40°C)

F-PVA-RUTIN

F-PVA-RUTIN
4C - 1.AY

F-PVA-RUTIN

4C-2.AY
F-PVA-RUTIN
4C - 3.AY

15 10

F-EUD-RUTIN “ |‘| ‘
I
i 1] |
[‘ ‘Il"|
NN’
F-EUD-RUTIN r
4C - 1.AY
T
|I 1 |
' | lll
Lt/ Wy N
F-EUD-RUTIN
4C - 2.AY
'
|
'|P|| I‘ll"l|
BUEVA [ FARN
F-EUD-RUTIN P
4C - 3.AY
|
1]
'||| I
| VX TREN
15 10 % [0 [ppm]

Sekil 5.24. Kararlilik icin NMR spektrumlari (4°C)
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Sekil 5.25. Kararlilik icin NMR spektrumlart (25°C)
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Sekil 5.26. Kararlilik icin NMR spektrumlari (40°C)
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5.4.4. Termal analizler

Formiilasyonlarin Boliim 4.4’te belirtilen kosullarda 90. giindeki DSC termogramlari
Sekil 5.27’te gosterilmistir.

F-PVA-Rutin 40°C
F-PVA-Rutin 40°C

—

F-PVA-Rutin 25°C
F-PVA-Rutin 25°C K\
F?@OC//\ wsc}c/\

F-PVA-Rutin F-EUD-Rutin

100 200 100 200
SICAKLIK (°C) SICAKLIK (°C)

Sekil 5.27. Kararlilik i¢cin DSC termogramlari

5.4.5. Antioksidan aktivite testi

Formiilasyonlarin Bolim 4.4’te belirtilen kosullarda 90. giindeki antioksidan

aktivitelerinin sonuglar1 Tablo 5.43’de gosterilmistir.

Tablo 5.43. Kararlilik i¢in antioksidan aktivite sonuglari

Formiilasyon % Siipiirme

F-PVA-Rutin 73,61 £2.01
F-PVA-Rutin 4°C 73,97 +0,72
F-PVA-Rutin 25°C 71,45+2.5

F-PVA-Rutin 40°C 71,72+ 1

F-EUD-Rutin 7023 + 1,77
F-EUD-Rutin4°C 70,56 + 0,42
F-EUD-Rutin 25°C 71,79 + 0,42

F-EUD-Rutin 40°C 71,69 +2,17

5.4.6. Etkin madde miktar tayini

Formiilasyonlarin B6liim 4.4’te belirtilen kosullarda 30., 60. ve 90. giinlerdeki etkin
madde miktar tayini sonuglar1 Sekil 5.28 ve Sekil 5.29°da gosterilmistir.
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Sekil 5.28. F-PVA-Rutin i¢in kararlilik etkin madde miktar tayini sonuglart
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Sekil 5.29. F-EUD-Rutin i¢in kararlilik etkin madde miktar tayini sonuglari

5.5. In Vivo Etkinlik Calismasi

Giinlere gore yara alanlarinin dagilimlar1 Tablo 5.44°te, ANOVA istatistik sonug
grafigi Sekil 5.30’te, deney gorselleri Gorsel 5.18, Gorsel 5.19, Gorsel 5.20, Gorsel 5.21,
Gorsel 5.22, Gorsel 5.23’te gosterilmistir.
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Tablo 5.44. Yara alanlar

Alan (cm?)

Kontrol
2 3 4 5 6 7

0. Giin 1,396 1,400 1,390 1,527 1,328 1,335 1,365
3.Giin 1,019 1,139 1,210 1,010 1,197 0,957 1,108
7.Giin 0,959 1,058 0,877 0,978 0,863 0,739 0,870
10. Giin 0,290 0,329 0,266 0,590 0,183 0,217 0,323
14. Giin 0,091 0,106 0,072 0,048 0,044 0,071 0,066

Pozitif Alan (cnm?)

Kontrol 1 2 3 4 5 6 7

0. Giin 1,913 1,438 1,393 1,778 1,370 1,691 1,053
3.Giin 1,287 0,929 0,725 1,170 1,022 1,091 0,658
7.Giin 0,566 0,566 0,506 0,848 0,603 0,719 0,611
10. Giin 0,148 0,259 0,100 0,125 0,228 0,137 0,180
14. Giin 0,022 0,025 0,022 0,008 0,035 0,067 0,049

Alan (cm?)

F-PVA
1 2 3 4 5 6 7

0. Giin 1,647 1,423 1,093 1,268 1,050 1,155 1,531
3.Giin 0,948 0,850 0,711 0,807 0,702 0,628 1,090
7.Giin 0,523 0,286 0,693 0,598 0,617 0,447 0,675
10. Giin 0,084 0,051 0,121 0,120 0,019 0,090 0,092
14. Giin 0,020 0,000 0,004 0,005 0,000 0,000 0,002

F-PVA- Alan (cm?)

Rutin 1 2 3 4 5 6 7

0. Giin 1,836 1,589 1,556 1,398 1,278 1,411 1,325
3.Giin 0,935 0,614 0,788 0,923 0,912 0,758 0,774
7.Giin 0,376 0,447 0,197 0,651 0,611 0,222 0,179
10. Giin 0,092 0,145 0,032 0,156 0,111 0,056 0,074
14. Giin 0,005 0,000 0,011 0,001 0,007 0,000 0,004

Alan (cm?)

F-EUD
1 2 3 4 5 6 7

0. Giin 1,702 1,235 1,459 1,629 1,264 1,224 1,320
3.Giin 0,955 1,025 1,155 0,878 0,520 0,834 0,813
7.Giin 0,762 0,739 0,841 0,585 0,469 0,556 0,670
10. Giin 0,505 0,172 0,140 0,326 0,169 0,246 0,169
14. Giin 0,028 0,018 0,013 0,028 0,038 0,020 0,031

F-EUD- Alan (cm?)

Rutin 1 2 3 4 5 6 7

0.Giin 1,414 1,662 1,236 1,170 1,232 1,086 1,194
3.Giin 0,583 1,081 0,454 0,801 0,811 0,489 0,505
7.Giin 0,293 0,585 0,251 0,535 0,441 0,455 0,289
10. Giin 0,065 0,111 0,013 0,123 0,110 0,071 0,066
14. Giin 0,005 0,000 0,000 0,024 0,005 0,000 0,000

90



% YARA ALANI

120

100

80

60

40

20

& Ak Kk k

ek koK \ dokk
1
*

-1

0. Giin 3. Giin 7. Giin 10. Giin
GUNLER

Kontrol
Pozitif Kontrol
F-PVA
F-PVA-Rutin
F-EUD
F-EUD-Rutin

pooonam

14. Giin

Sekil 5.30. Iz vivo etkinlik deneyi igin ANOVA istatistik sonug grafigi
(*: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001; ****: p<0,0001)
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K-2

K-3

K-4

K-5

K-7

10. Giin

Gérsel 5.18. In vivo etkinlik deneyi kontrol grubu gorselleri
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PK-1

PK-2

PK-3

PK-4

PK-5

PK-6

PK-7

Gorsel 5.19. In vivo etkinlik deneyi pozitif kontrol grubu gorselleri
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F-PVA-1

F-PVA-2

F-PVA-3

F-PVA-4

F-PVA-5

F-PVA-6

F-PVA-7

10. Giin

Gérsel 5.20. In vivo etkinlik deneyi F-PVA grubu gorselleri
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10. Giin

F-PVA-Rutin-1

F-PVA-Rutin-2

F-PVA-Rutin-3

F-PVA-Rutin-4

F-PVA-Rutin-5

F-PVA-Rutin-6

F-PVA-Rutin-7

Gorsel 5.21. In vivo etkinlik deneyi F-PVA-Rutin grubu gorselleri
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F-EUD-1

F-EUD-2

F-EUD-3

F-EUD-4

F-EUD-5

F-EUD-6

F-EUD-7

10. Giin

Gérsel 5.22. In vivo etkinlik deneyi F-EUD grubu gorselleri

96



F-EUD-Rutin-1

F-EUD-Rutin-3

F-EUD-Rutin-4

F-EUD-Rutin-:

F-EUD-Rutin-6

F-EUD-Rutin-7 =

Gorsel 5.23. In vivo etkinlik deneyi F-EUD-Rutin grubu gérselleri

5.5.1. Histolojik degerlendirme

Hematoksilen & Eozin boyama sonucu elde edilen goriintiiler Gorsel 5.24°te,

Masson Tricrom boyama sonucu elde edilen goriintiiler Gorsel 5.25’te verilmistir.
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K 3.giin K 7.giin K 10.giin K 14. Giin

PK 3. Giin PK 7. Giin PK 10. Giin PK 14. Giin

F-EUD 3. Giin F-EUD 7. Giin

F-EUD-Rutin 10. Giin  F-EUD-Rutin 14. Giin

Tz

F-PVA 3. Giin F-PVA 7. Giin

F-PVA-Rutin 7. Giin

-

Gorsel 5.24. Hematoksilen & Eozin boyama sonucu giinlere gore elde edilen goriintiiler
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Gorsel 5.25. Masson tricrom boyama sonucu 14. giinde elde edilen goriintiiler

Omek alman giin iginde deney gruplarinin reepitelizasyon, kolajen doku
disorganizasyonu, noétrofil infiltrasyonu, hemoraji, graniilasyon doku olusumu ve
anjiogenez agisindan istatistiksel olarak degerlendirmeleri 3., 7., 10., ve 14. giinler olmak
iizere sirasiyla Tablo 5.45, Tablo 5.46, Tablo 5.47 ve Tablo 5.48°da verilmistir.
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Tablo 5.45. 3. giin 6l¢timlerinin karsilastirilma sonuglari

Sira

Ol¢iimler Alt Grup N SS Ortalamas: Ki Kare p
K 20 1 0 60,5
PK 20 1 0 60,5
o F-PVA 20 1 0 60,5
Reepitelizasyon . .000 1.000
F-PVA-Rutin 20 1 0 60,5
F-EUD 20 1 0 60,5
F-EUD-Rutin 20 1 0 60,5
K 20 01 03 60
PK 20 01 03 60
Kollajen doku F-PVA 20 01 03 60
. . . 428 .995
disorganizasyonu F-PVA-Rutin 20 01 03 60
F-EUD 20 01 03 60
F-EUD-Rutin 20 0,15 04 63
K 20 2,15 06 69,05
PK 20 1,7 05 45,9
F-PVA 20 2,1 05 66,55 -
Notrofil infiltrasyonu . 17,105 .004
F-PVA-Rutin 20 2,1 05 66,55
F-EUD 20 2,15 05 69,1
F-EUD-Rutin 20 1,7 06 45,85
K 20 2,3 05 61,95
PK 20 2,05 0,7 50,93
. F-PVA 20 2,3 05 61,95
Hemoraji . 10.650 .059
F-PVA-Rutin 20 2 06 47,33
F-EUD 20 245 05 70,43
F-EUD-Rutin 20 245 05 70,43
K 20 01 03 60
PK 20 01 03 60
Granulasyon doku F-PVA 20 01 03 60
. 428 .995
olusumu F-PVA-Rutin 20 01 0,3 60
F-EUD 20 01 03 60
F-EUD-Rutin 20 0,15 04 63
K 20 O 0 60,5
PK 20 O 0 60,5
. . F-PVA 20 O 0 60,5
Anjiogenezis . .000 1.000
F-PVA-Rutin 20 O 0 60,5
F-EUD 20 O 0 60,5
F-EUD-Rutin 20 O 0 60,5

Not: * = p <.05; ** = p <.01; *** = p <.001.
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Tablo 5.46. 7. giin 6l¢timlerinin karsilastirilma sonuglari

Sira

Olgiimler Alt Grup N SS Ortalamas "I Kare p
K 20 11 0,3 55
PK 20 11 0,3 55
. F-PVA 20 13 05 67
Reepitelizasyon . 6667 247
F-PVA-Rutin 20 13 05 67
F-EUD 20 11 0,3 55
F-EUD-Rutin 20 125 04 64
K 20 0,35 05 54,5
PK 20 0,35 05 54,5
K_oIIajen_doku F-PVA - 20 045 05 60,5 2613 179
disorganizasyonu F-PVA-Rutin 20 0,7 05 75,5
F-EUD 20 0,35 05 54,5
F-EUD-Rutin 20 05 05 63,5
K 20 2,65 05 70,2
PK 20 2 06 36,7
F-PVA 20 26 05 67,3
Notrofil infiltrasyonu . 19913 .001***
F-PVA-Rutin 20 26 05 67,3
F-EUD 20 2,65 05 70,2
F-EUD-Rutin 20 23 06 51,3
K 20 145 05 65,28
PK 20 11 05 45,55
. F-PVA 20 14 05 62,3
Hemoraji . 9.749 .083
F-PVA-Rutin 20 125 04 53,38
F-EUD 20 15 05 68,25
F-EUD-Rutin 20 15 05 68,25
K 20 0,35 05 54,5
PK 20 0,35 05 54,5
Granulasyon doku F-PVA - 20 045 05 60,5 2613 179
olusumu F-PVA-Rutin 20 0,7 05 75,5
F-EUD 20 0,35 05 54,5
F-EUD-Rutin 20 05 05 63,5
K 20 1 0 49,5
PK 20 11 0,3 55,5
. . F-PVA 20 12 04 61,5
Anjiogenezis . 16338 .006**
F-PVA-Rutin 20 125 04 64,5
F-EUD 20 11 0,3 55,5
F-EUD-Rutin 20 145 05 76,5

Not: * = p <.05; ** = p <.01; *** = p <.001.
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Tablo 5.47. 10. giin dl¢iimlerinin karsilastirilma sonuglari

Sira

Olgiimler Alt Grup N SS Ortalamas "I Kare p
K 20 2,3 05 56
PK 20 2,3 05 56
- F-PVA 20 24 05 62
Reepitelizasyon . 4125 .532
F-PVA-Rutin 20 24 05 62
F-EUD 20 2,3 05 56
F-EUD-Rutin 20 2,55 05 71
K 20 1,65 05 52,35
PK 20 1,65 05 52,35
i F-PVA 20 185 04 64,15
;ggféggiggs;onu F-PVA-Rutin 20 2,05 04 74,7 13694 0187
F-EUD 20 165 05 52,35
F-EUD-Rutin 20 19 03 67,1
K 20 1,35 05 59
PK 20 12 04 50
F-PVA 20 145 05 65
Notrofil infiltrasyonu . 4125 532
F-PVA-Rutin 20 1,45 05 65
F-EUD 20 1,45 05 65
F-EUD-Rutin 20 1,35 05 59
K 20 0,555 05 60,08
PK 20 05 06 56
. F-PVA 20 0,65 0,7 63,23
Hemoraji ) 1.113 .953
F-PVA-Rutin 20 05 05 57,25
F-EUD 20 0,65 0,7 63,23
F-EUD-Rutin 20 0,65 0,7 63,23
K 20 1,65 05 56,18
PK 20 1,65 05 56,18
Granulasyon doku F-PVA . 20 1,75 04 62,13 4145 09
olusumu F-PVA-Rutin 20 19 05 70,23
F-EUD 20 165 05 56,18
F-EUD-Rutin 20 1,75 04 62,13
K 20 14 05 53,8
PK 20 15 05 59,75
. . F-PVA 20 1,45 05 56,78
Anjiogenezis i 16847 .005**
F-PVA-Rutin 20 195 04 85,08
F-EUD 20 1,35 05 50,83
F-EUD-Rutin 20 1,45 05 56,78

Not: * = p <.05; ** = p <.01; *** = p <.001.
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Tablo 5.48. 14. giin dl¢iimlerinin karsilastirilma sonuglari

Sira

Olgiimler Alt Grup N SS Ortalamas "I Kare p

K 20 1,05 0,2 57

PK 20 1,05 0,2 57

- F-PVA 20 1,2 04 66
Reepitelizasyon . 5561 351

F-PVA-Rutin 20 12 04 66

F-EUD 20 1,05 0,2 57

F-EUD-Rutin 20 1,1 03 60

K 20 1,2 04 54,5

PK 20 1,2 04 54,5

i F-PVA 20 12 04 54,5
;ggféggiggs;onu F-PVA-Rutin 20 1,45 0,5 69,5 11806 0387

F-EUD 20 12 04 54,5

F-EUD-Rutin 20 155 05 75,5

K 20 0,7 05 64,6

PK 20 045 05 50,1

F-PVA 20 0,75 0,6 65,35
Notrofil infiltrasyonu . 5402 .369

F-PVA-Rutin 20 0,75 0,6 65,35

F-EUD 20 0,7 05 64,6

F-EUD-Rutin 20 05 05 53

K 20 02 04 62,5

PK 20 01 0,3 56,5

. F-PVA 20 0,2 04 62,5
Hemoraji i 1.904 .862

F-PVA-Rutin 20 0,1 03 56,5

F-EUD 20 0,2 04 62,5

F-EUD-Rutin 20 0,2 04 62,5

K 20 1,2 04 53,4

PK 20 1,2 04 53,4

Granulasyon doku F-PVA 20 12 04 53,4
olusumuy F-PVA-Rutin 20 1555 0,6 72,2 15661 008%™

F-EUD 20 12 04 53,4

F-EUD-Rutin 20 16 05 77,2

K 20 2,15 04 51

PK 20 24 05 66

. . F-PVA 20 22 04 54
Anjiogenezis i 14609 .012*

F-PVA-Rutin 20 26 05 78

F-EUD 20 2,15 04 51

F-EUD-Rutin 20 2,35 05 63

Not: * = p <.05; ** = p <.01; *** = p <.001.
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6. TARTISMA

6.1. Onformiilasyon Cahsmalar

Formiilasyon, karakterizasyon ve kararlilik ¢alismalarinda etkin madde miktar tayini
analizleri i¢gin UPLC cihazi kullanilmistir. Rutin hidrat ile yapilan spektrofotometrik
calismalarda (Modi vd., 2019; Murathan, Arslan, ve Erbil, 2020; Stoyanova vd., 2022)
ve UV spektrometre ile yapilan spektrum taramasinda Rutin hidrat’in en yiiksek pik
verdigi dalga boyu olan 257 nm (Gorsel 5.1) UPLC cihazinin dedektor dalga boyu olarak
secilmigtir. UPLC, sagladig arttirilmis basing sayesinde HPLC’ye gore daha yiiksek akis
hizlar1, daha kisa kolonlar, 10 kata kadar daha az 6rnek ve hareketli faz hacmi, daha
yiiksek hassasiyet gibi 6zellikleri sayesinde elde edilen verinin kalitesini ve analiz hizini

arttirmaktadir (Gumustas vd., 2013).

Gelistirilen analitik yontemin ICH kilavuzlarina goére yapilan iki farkli konsantrasyon
araligindaki validasyonlar1 incelendiginde, her iki konsantrasyon i¢in de determinasyon
katsayisinin r2 > 0,999 oldugu, dogrusallik calismasinda geri kazamlabilirligin ve kesinlik
calismasinda varyasyon katsayisinin +%?2 sinirlari igerisinde oldugu gozlenmistir. Analiz
yapilan analitlerde yer alabilecek tiim yardimci maddeler incelenerek girisim yapmadigi
gbzlenmis ve tez icerisinde yapilan tiim ¢alismalar LOQ degerinin iizerinde

gergeklestirilmistir.

Rutin hidratin FT-IR spektrumlari incelendiginde; 1651 cm™’de C=0 gerilmesi, 1503
cm?’de C=C gerilmesi, 1294 cm™®’de O-H gerilmesi, 1204 cm™’de fenil gerilmesi,
1059°da C-O-C ve 2939 cm™’de alkan yapisindan kaynakl ve literatiirle uyumlu spesifik
gerilmeler goriilmektedir (Dhiman vd., 2019).

Rutin hidratin *H-NMR spektrumu incelendiginde literatiirle uyumlu olarak 4 ile 8
ppm arasinda rutin hidrata spesifik (~7 Ar-H / ~5,1 -OH / 5,3 -CH) pikler goriilmektedir
(Dhiman vd., 2019).

Rutin hidratin DSC termogramlar1 incelendiginde literatiirle uyumlu olarak 145-190
°C sicakliklar arasinda (~175°C) erime piki verdigi goriilmektedir (Franco ve De Marco,
2021).
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6.2. Formiilasyon Calismalari

Formiilasyonlarin hazirlanmasinda PVA ve Eudragit® L100 olmak iizere iki farkl
polimer kullanilmistir. PVA, kolayca sekillendirilebilen bir polimer olmasi, ¢ozeltilerinde
yiizey gerilimini diisiirme 6zelligi nedeniyle yiizey etkin madde ve/veya stabilizor olarak
kullanilabilmesi (Jalalian, Mirkazemi, ve Alamolhoda, 2016; Scholes vd., 1999)
sayesinde elektroegirmeye olduk¢a uygun bir polimerdir. Ayrica Bolim 2.4.1°de
belirtildigi gibi sahip oldugu yiiksek biyouyumlu, biyobozunur, biyoadezif yapisi ve nem
¢cekme Ozelligi sayesinde fazla eksiidayr ortamdan uzaklastirma potansiyeline sahip
olmasi PVA ile hazirlanmis nanoliflerin yara ortiisii olarak kullanilmasi i¢in 6nemli

avantajlardir.

Eudragit® L100’iin biyopargalanmayan, biyouyumlu hidrofobik bir polimer olmasi
ayni zamanda 1yi bikilebilirlik 6zellikleri nanolif iretimi agisindan tercih sebebi
olmaktadir. Ayrica, sahip oldugu gelismis mekanik 6zellikler ve yavas bozunma gibi
fizikokimyasal oOzellikleri, bu polimerin ideal bir yara Ortiisii malzemesi olarak
kullanilmasii saglar (Ao vd., 2020). Insan derisi normalde asidik bir yapiya (pH 5,5)
sahiptir. Bu sayede ideal olarak pH 6 degerinin iizerinde yasayan patojenlerin (bakteriler,
mantarlar vb.) iiremesi engellenir. Ancak yaralanma durumunda pH 7,4 degerine sahip
olan viicut sivilart ve alt deri dokulart sebebiyle asidik yapi bozulur. Patojenlerin
kolonizasyonu artar ve buna bagl olarak pH daha da yiikselmeye baglar (Schneider vd.,
2007). Eudragit® L100 normalde kolon hedefli etkin maddelerin tasinmasinda kullanilan
bir polimerdir (Lee vd., 2020). pH duyarli yapist yiiksek pH’larda polimerin
parg¢alanmasini ve dolayisiyla etkin madde salim hizint arttirmasint saglar. Normal cilt
pH’s1 5,5 iken yaralanma durumunda yara bolgesinde viicut sivilarinin ortaya ¢ikisi ve
enflamasyon sonucu pH yiikselmektedir. Yara dokusundaki pH’nin yiikselme yoniindeki
degisiklikleri sonucu etkin madde salimmi hizlandirma 6zelligi Eudragit® L100

polimerinin yara Ortiisii formiilasyonunda kullanilmasi agisindan tercih sebebi olmustur.

Piyasada Rutin hidrat i¢eren herhangi bir yara iyi edici miistahzar bulunmamaktadir.
Bu nedenle elektroegirme ¢ozeltisine eklenecek etkin madde miktarinin belirlenmesinde

cesitli literatiirlerden yardim alinmistir.
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Rutin yiiklii kitosan oligosakarit/polikaprolakton (PCL) nanoliflerin tiretildigi bir
calismada elektroegirme ¢ozeltisindeki etkin madde miktar1 PCL miktarinin %5°1, toplam

polimer miktarinin ise %4,85’1 olacak sekilde hesaplanmistir (Karna ve Sahai, 2012).

Hidrojellerin hazirlandigi bir ¢alismada formiilasyondaki Rutin derisimi 250 pg.g
! olarak belirtilmistir. Caligmanin ratlarla yapilan in vivo yara iyilesmesi boliimiinde ratlar

giinde iki kere 0,5 g formiilasyon ile tedavi edilmistir (Almeida vd., 2012).

Bir diger hidrojel calismasinda ise Rutin derisimi 750 pg.mL? olarak belirlenmistir.
Gergeklestirilen in vivo c¢alismasinda yaranin igerisi formiilasyonla tamamen

doldurulmustur (Tran vd., 2011).

Pickering emiilsiyonu hazirlanan bir ¢alismada formiilasyondaki rutin derisimi 250
ng.mL? olarak belirtilmistir. Caligmanin in vivo kisminda eksizyonel modelli yara
iyilesmesinde ratlara giinde iki kere 0,5 mL formiilasyon uygulanmistir (Asfour vd.,
2017).

Yukarida bahsedilen ¢alismalar g6z oniine alindiginda elektroegirme ¢ozeltilerinin
igerisinde yer alacak etkin madde miktar1 formiilasyonda yer alan polimerin %10’u
olacak sekilde hesaplanmistir. Ayn1 zamanda bu oran yapilan ¢oziiniirliik caligmalarina
gore belirtilen miktardaki Rutin hidrat’in elektro egirme c¢ozeltilerinin igerisinde
¢oziinebildigi bir degerdir.

Elektroegirme cihazi, nanolif iiretimi igin sahip oldugu avantajlari (Tablo 2.1)
nedeniyle en sik tercih edilen metot olmasina ragmen optimum ve standart bir prosediir
ile nanolif iiretebilmek i¢in denenmesi ve kontrol altina alinmasi gereken bir¢ok
parametre bulundurmak gibi biyiikk bir dezavantaja sahiptir (Bolim 2.4.1.1.2).
Konvensiyonel kontrollii deney metotlariyla optimum parametreleri bulmak oldukca
uzun siire ve sayida deney gerektirecegi igin sistem parametrelerinin belirlenmesinde

Taguchi metodu kullanilmigtir.

Taguchi yoOntemleri, tretilen Ttriinlerin kalitesini artirmak i¢in gelistirilen
istatistiksel yontemler olarak literatiire gecmistir. Miithendislik, biyoteknoloji, pazarlama
ve reklamcilik gibi ¢ok cesitli alanlarda uygulanan bu yontem sayesinde hedef {iriin
kalitesinin etkilendigi deneysel giiriiltiiler tanimlanarak kalite odakli tasarim iiretime

dahil edilmistir. Bir {iriiniin kendisinden beklenenleri saglayabilme kabiliyeti olarak
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tanimlayabildigimiz kaliteyi daha az varyasyonla saglayabilmeye imkan vermesi
nedeniyle bu tezde formiilasyon gelistirme siireglerinde Taguchi ydnteminden

faydalanilmistir (Karna ve Sahai, 2012).

Gergeklestirilen deneme ¢aligmalar1 ve literatlir taramalari sonucunda 4
elektroegirme parametresi (Polimer konsantrasyonu, ¢oziiclilerin kendi i¢indeki oranlari,
igne ile toplayici arasindaki mesafe ve igne capi) kaliteyi etkileyen faktorler olarak
belirlenmistir (Abbas vd., 2018; Celep ve Dincer, 2017; Horuz ve Belibagl, 2017). Bu
faktorlerden polimer konsantrasyonu ve mesafe faktorleri literatiirde sikca
degerlendirilirken ¢oziiciilerin kendi ic¢indeki oranlar1 ve igne c¢api hakkinda kisith
literatiir degerlendirmesi bulunmaktadir. Bu nedenle bu faktérlerin optimum formiilasyon

tizerindeki etkilerinin tez kapsaminda arastirilmasina karar verilmistir.

Rutin hidrat’in sudaki diisiik ¢6ziiniirlik dezavantajinin azaltilmasi, eksiidanin
dengelenmesi ve reepitelizasyonda hiicrelerin ilerleyebilecegi bir ag yapisi olusturulma
hedefi neticesinde elde edilen nanoliflerin lif ¢capmnin diisiik, dolayisiyla porozitesinin
yiiksek olmasi hedeflenmistir. Bu nedenle Taguchi tasariminda kalite parametresi olarak

nanolif ¢aplar1 se¢ilmistir.

Lif ¢ap ortalamasim arttirma, etkin maddenin homojen dagilimini engelleme,
mekanik 6zelliklerin degiskenlik gostermesine sebep olma ihtimali gibi dezavantajlar
nedeniyle nanolifler yara ortiilerinde boncuk yapilarinin var olmasi istenmeyen bir
durumdur. Bu nedenle nanoliflerde bir diger kalite parametresi boncuk sayist olarak

belirlenmis ve analiz edilen faktorlerin boncuk sayisina etkileri de incelenmistir.

Taguchi analiz sonuglar1 incelendiginde PVA ile hazirlanan nanoliflerin ¢ap
kalinlig1 ve igerdigi boncuk sayisi i¢in en etkili ve istatistiksel olarak anlamli tek
parametrenin PVA miktar1 (p<0,05) oldugu goriilmektedir. PVA miktarinin ne kadar
diisiik olursa o kadar ince lif caplar elde edildigi goriilmesine ragmen 950 mg ve alt1
oldugu degerlerde boncuk yapilarinin olustugu fark edilmistir. Nanoliflerde boncuk
olusumu istenmedigi i¢in 950 mg PV A miktar1 i¢in alt limit olarak belirlenmistir. Buna
ek olarak 1000 mg ve iizerinde boncuk yapisi olmamasina ragmen boncuk igermeyen en
ince lif ¢capina sahip nanoliflerin eldesi i¢in ¢6ziiciiniin igerdigi su hacmi, mesafe ve igne
cap1 Taguchi analiz sonuglarinin 6nerdigi en uygun seviyelerde sabit tutulup PV A miktari

degistirilerek Tablo 5.25°teki oranlarla deneyler tekrarlanmis ve sonuglari Gorsel 5.9’da
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gosterilmistir. Yapilan tiim analizlerde boncuk yapilar1 gériinmesi nedeniyle, optimum

PV A miktar1 boncuk yapis1 goriilmeyen 1000 mg olarak belirlenmistir.

Eudragit® L100 ile hazirlanan nanoliflerin ¢ap kalinlig1 acisindan en etkili ve
istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) tek parametrenin PVA ile hazirlananlardaki gibi
polimer konsantrasyonu oldugu goriilmektedir. Ancak PVA ile hazirlananlardan farkl
olarak yapida boncuk olusmasindan sorumlu ve istatistiksel olarak etkili oldugu
gosterilen (p<0,05) Eudragit® L100 miktar1 ve ¢dziiciideki DMF hacmi olmak iizere iki
parametrenin varligi goriilmistiir. DMF’in oda sicakligindaki yiizey geriliminin (0,9442
g.cm?), Etanol’iin oda sicakligindaki yiizey gerilimine (0,7912 g.cm™®) gére daha diisiik
olmasi nedeniyle etanol hacmi yiikseldikge (DMF hacmi diistiikkge) ¢oziiciiniin yiizey
gerilimi diiserek boncuk olugmasinin 6nlendigi sdylenebilir (Gongalves vd., 2010; Haider
vd., 2018; Ibrahim ve Klingner, 2020; Zhang vd., 2018). PVA’nin yiizey etkin madde
ozelligi sayesinde ¢ozeltinin ylizey gerilimini diistirmesi nedeniyle PVA ile hazirlanan
formiilasyonlar icin DMF konsantrasyonunun boncuk olugmasi iizerindeki etkisinin
gozlemlenemedigi diistiniilmektedir. Eudragit® L 100 miktarinin ne kadar diisiik olursa o
kadar ince lif ¢aplar1 elde edildigi goriilmesine ragmen 1300 mg ve alt1 oldugu degerlerde
optimum DMF hacmine ragmen boncuk yapilarinin olustugu fark edilmistir. Buna ek
olarak 1350 mg ve iizerinde boncuk yapis1 olmamasina ragmen boncuk icermeyen en ince
lif capina sahip nanoliflerin eldesi i¢in Eudragit® L100 miktarmin 1300 mg ve 1350 mg
arasindaki seviyeleri tekrar test edilmistir. Coziiciideki DMF hacminin lif kalinliginda
istatistiksel olarak etkisi olmadigi (p>0,05) g6z Oniine alinarak, boncuk sayisini
azaltmaktaki en etkili deger olan hacim seviyesi ve diger parametrelerin ise nanolif
capimin en kiiciik oldugu seviyeleri segilerek sabit tutulmus ve Eudragit® L100 miktar1
degistirilerek Tablo 5.26’daki oranlarla deneyler tekrarlanmistir. Sonuglar Gérsel 5.10°da

gosterilmistir.

Sonuglar incelendiginde PVA ile hazirlanan nanoliflerin Taguchi ile elde edilen
diger degerleri sabit tutulup polimer miktar1 degistirilerek yapilan analizlerin tiimiinde
boncuk yapilar1 goriilmesi nedeniyle, optimum formiilasyondaki optimum PV A miktari

boncuk yapist gériilmeyen 1000 mg olarak belirlenmistir.

Eudragit® L100 ile hazirlanan nanoliflerin Taguchi ile elde edilen diger degerleri
sabit tutulup polimer miktar1 degistirilerek yapilan analizlerinde ise EE1 ve EE2 isimli
formiilasyonlarda herhangi bir boncuk yapis1 goriilmemesi ve EE2’de daha diisiik polimer

108



oran1 kullanilmasi nedeniyle optimum formiilasyondaki Eudragit® L100 miktar1 1375 mg

olarak belirlenmistir.

Yapilan tiim formiilasyon ¢alismalarinin sonucunda boncuksuz en ince lif yapisinin
elde edildigi Tablo 5.30 ve 31’de goriilen elektroegirme c¢ozeltileri kullanilarak

formiilasyonlar hazirlanmistir.

6.3. Karakterizasyon Calismalari

Eudragit® L100 polimerinin opak beyaz yapis1 nedeniyle F-EUD formiilasyonu
beyaz goriiniime sahiptir. F-EUD-Rutin formiilasyonunun rengi Rutin hidrat etkin
maddesinin sahip oldugu sar1 renge ragmen Eudragit® L100 matrisinde dagilmasi
sebebiyle opak beyaza yakin sarimtirak bir ortli goriiniimiine sahiptir. PVA polimerinin
seffaf bir polimer olmasi nedeniyle F-PVA-Rutin formiilasyonu Rutin hidrat’in rengini
alarak sar1 bir ortii goriintiisii sergilemektedir. Etkin maddesiz olarak hazirlanan F-PVA
oOrtiisiiniin ise polimerin seffaf olmasina ragmen nanoliflerdeki 151k kirmnimi nedeniyle

beyaz bir renk aldig1 diisiiniilmektedir.

Elde edilen formiilasyonlarin her ikisi de piiriizsiiz bir dokuya sahiptir. Gozle ve
elle herhangi bir pordz yapiya sahip olmadigi anlagilmigtir. Plastik poset goriiniimiinde,
kolayca biikiilebilir ve esnetilebilir bir geometriye sahiptir. Ciplak elle kisa siireli
tutuldugunda herhangi bir yapisma ger¢ceklesmemekte ancak uzun siire tutulmasi

durumunda yapisindaki porlara toplanan sebum nedeniyle cilde adezyon gostermektedir.

Eudragit® L100 ile hazirlanan nanolifler kopartildiginda daha lifli bir yap: halinde
ayrilirken PVA ile hazirlanan nanolifler kopartildiginda makas ile kesilmis bir goriintii

olusmaktadir.

SEM araciligiyla yapilan morfolojik incelemede her iki formiilasyonda da herhangi
bir boncuk yapisinin olusmadigi gézlenmistir. Formiilasyonlarin lif ¢aplarinin F-PVA-
Rutin i¢in ortalama 258,371 nm, F-EUD-Rutin i¢in ise 125,115 nm oldugu ve higbir lifin

mikron diizeyine ¢gikmadig1 goriilmektedir.

Eudragit® L100 ile kolon hedefli nanolif ilag tasiyict sistem gelistirilen bir
calismada ortalama lif ¢apmin 620 + 190 nm bulundugu gorilmistir. Calismada

nanoliflerin hazirlanmasinda %20 Eudragit® L100 ¢ozeltisi kullanilmistir. Bu durum tez
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calismamizda elde ettigimiz polimer konsantrasyonundaki artigsa bagli olarak lif capinin

arttig1 sonucuyla paralellik gostermektedir (Coban vd., 2021).

PVA ile hazirlanan bir nanolif ¢alismasinda PVA’nin su igerisindeki %10’luk
cozeltisi elektroegirme sivist olarak kullanilmis ve ortalama lif ¢apinin 250+10 nm
oldugu gortilmiistiir (Hulupi ve Haryadi, 2019). Bu durum yine tez ¢alismamizin polimer
konsantrasyonundaki azalisa bagli olarak lif ¢apmin azalmasma bir 6rnek olarak

karsimiza ¢ikmaktadir.

Her iki formiilasyonun da diizgilin silindirik sekilli lif yapilarina sahip oldugu
goriilmektedir. Bunun yaninda her iki formiilasyondaki liflerin {izerinde c¢atlaklar
bulundugu ancak bu catlaklarin sikliginin PVA polimeri ile hazirlanan nanoliflerde
Eudragit® L100 polimeri ile hazirlananlara gére daha sik oldugu gériilmiistiir. Bu
durumun mekanik dayaniklilig1 azaltacagi diisiiniilse de tekstiir analiz sonuglarina gore
PVA ile hazirlanan nanoliflerin Eudragit® L100 polimeri ile hazirlananlara gére daha

yiiksek dayanikliliga sahip oldugu goriilmiistiir.

Eudragit L100 ile gerceklestirilen bir calismada elde edilen nanoliflerin yatay
kesitlerinin dairesel degil yassi oldugu gozlemlenmis ve yazarlar tarafindan bu seklin
nanolif icerisinde kalan ¢d6ziiclilerin buharlagmasi sonucu olustugu belirtilmistir.
Calismada ¢6ziicli olarak Dimetilasetamit:Etanol karigimi 30:70 kullanilmistir (Yu vd.,
2014). Tez c¢alismamizda bdyle bir sonuca rastlanmamis olmasina ragmen
dimetilasetamitin kaynama noktasinin DMF’ye gore yiiksek olmasinin bdyle bir sonucun

ortaya ¢cikmasina sebep olabilecegi diisliniilmektedir.

Elektroegirme islemleri sirasinda formiilasyonda yer alan etkin maddenin
kararliliginin degerlendirilmesi icin NMR sonuglari karsilastirmali olarak incelenmistir.
NMR  spektrumlar1  karsilastirilldiginda ~ F-PVA-Rutin ~ ve F-EUD-Rutin
formiilasyonlarinda yer alan polimerlerin spesifik NMR piklerinin yaninda Bolim
5.1.1.5’te belirtilen Rutin hidrat’in spesifik pikleri de goriilmektedir. Bu sonug
formiilasyon hazirlama basamaklarimin Rutin hidrat’in kimyasal yapis1 {zerinde

degisiklik olusturmadig1 gdstermektedir.

Etkin  maddenin  nanoliflerin  olusturuldugu  polimerlerin  igerisine
hapsedilebilmesinin degerlendirilmesinde FTIR spektrumlari kullanilmistir. Spektrumlar

incelendiginde Rutin hidrat’in Boliim 5.1.1.4°te belirtilen spesifik gerilmelerinin fiziksel
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karisim  spektrumlarinda goriilmesine ragmen, F-PVA-Rutin ve F-EUD-Rutin
formiilasyonlarinin FTIR spektrumlarinda gériilmemesi, her iki formiilasyonda da Rutin

hidrat’in polimerler tarafindan hapsedildigini gostermektedir (Yurtdas-Kirimlioglu vd.,
2018).

Etkin  maddenin  nanoliflerin  olusturuldugu  polimerlerin  igerisine
hapsedilebilmesinin degerlendirilmesinde incelenen bir diger karakter ise DSC
termogramlaridir. Termogramlar incelendiginde Rutin hidrat’in Boliim 5.3.4’te goriilen
erime pikinin fiziksel karigim spektrumlarinda da gériilmesine ragmen, F-PVA-Rutin ve
F-EUD-Rutin formiilasyonlarinin FTIR spektrumlarinda goriilmemesi, her iki
formiilasyonda da Rutin hidrat’in amorf forma gectigini dolayisiyla polimerler tarafindan

hapsedildigini gostermektedir.

Etkin madde miktar tayini ile birlikte etkin maddenin homojen dagilip dagilmadigi
da incelenmistir. Elde edilen nanoliflerden rasgele segilen 5 cm? alanin kdselerinden ve
tam ortasindan 1 cm? olacak sekilde 5 adet nanolif pargasi kesilerek etkin madde miktar
tayini yapilmis ve hicbir sonugta %95 giliven aralifina gore istatistiksel farklilik

bulunamamastir (p>0,05).

Nanolif elektroegirme islemi sonrasinda elde edilen nanolifin ¢alismalarinda
elektroegirme ¢ozeltilerine 1:10 a/a (Rutin hidrat — Polimer) oraninda eklenen etkin
maddenin F-PVA-Rutin formiilasyonunda 0,923:10 a/a (Rutin hidrat — EUD) oraninda,
F-PVA-Rutin formiilasyonunda ise 0,921:10 a/a (Rutin hidrat — PVA) oraninda geri
kazanildig1 goriilmiistiir. Aradaki farkin elektroegirme sirasinda kullanilan siringa ve
borular gibi kompartmanlara adsorbsiyonu veya bu kompartmanlar tarafindan absorbe

edilmesi nedeniyle ortaya ¢iktig1 diistiniilmektedir.

Antibakteriyel 0Ozellikli nanolif formiilasyonlarin gelistirildigi bir caligmada
Rutin’in saf ve nanolif igerisindeki antibakteriyel 6zellikleri degerlendirilmis ve tezde
elde ettigimiz sonuglara paralel olarak antioksidan 6zelliklerinde herhangi bir degisiklige
rastlanmamistir (Zhou vd., 2021). Bunun yaninda PVA ile hazirlanan nanolif
formiilasyonlarinda DPPH siipiiriicii  etkinligin saf etkin maddeye gore arttig
goriilmektedir. Bu artisin etkin maddesiz PVA nanoliflerinin gosterdigi antioksidan

etkinlige bagl oldugu diisiiniilmektedir.
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Yara tedavisi i¢in gelistirilen formiilasyonlarin etkin madde salim profilinin
incelenmesinde Franz difiizyon hiicreleri siklikla kullanilan cihazlardir (Ramadass vd.,
2019; Thakur vd., 2008). Tekrarlanabilir sonuglar vermeleri, transdermal ve deri lizerine
lokal uygulanan ilag tasiyicit sistemlerde siklikla kullanilmalar1 Franz diflizyon

hiicrelerinin salim ¢alismasinda kullanilmasi i¢in se¢ilmesinde etkili olmustur.

Etkin madde salim galismasinda yara lizerine uygulanan bir formiilasyon olmasi
nedeniyle reseptér kompartman PBS (pH 7,4) ¢o6zeltisi ile olusturulmustur.
Formiilasyonun uygulanacagi yara modelinde sicaklik deri kaybi ve inflamasyon yanit
dolayistyla viicut sicakligi olan 37°C olarak belirlenmistir. Donér kompartman ile
reseptor kompartman arasina 0,45 pum por ¢apli diyaliz membran yerlestirilmistir
(llbasmis-Tamer vd., 2022).

Salim galigsmasi baglatilmadan once diyaliz membranin sartlanmasi ig¢in deney
ortaminda 30 dakika boyunca bekletilmistir. Bu siiregte reseptér kompartmanda yer alan
PBS ile doyurulmus ve sicakligi deney sicakligi olan 37°C’ye getirilmistir. Diyaliz
membranin PBS ile doyurulmus olmasi nedeniyle, i¢ haznenin yatay alani boyutunda
kesilen nanolifler membran {izerine birakildiginda 1slanmis ve bdylece deney siiresince
kaymadan kalmasi saglanmigtir. Nanoliflerin 1slanmasi i¢in ekstra bir ¢oziicii

eklenmesine ihtiya¢ duyulmamustir.

Etkin madde salim c¢alismasinin sonuglar1 incelendiginde etkin maddenin
formiilasyonlardan saliminin saf etkin maddeye gore uzatildigi goriilmektedir. Elde
edilen sonuglar matematiksel modellerle degerlendirildiginde, saf Rutin hidrat Hixson-
Crowell’e uygun (r’Rutin Hidraty = 0,9968) salim gdsterirken; formiilasyonlardan etkin
madde saliminm 1. derece salim kinetigine yiiksek derece korelasyon (r’E-pva-Ruting =
0,9955; r’Epva-ruing = 0,9873) gosterdigi kesfedilmistir. Tez kapsaminda klinik bir
farmakokinetik ¢alismasi ger¢eklestirilmedigi i¢in kesin olarak belirtilememekle birlikte
elde edilen nanoliflerin 1. derece salim kinetigine uygun olacak sekilde modifiye salim

saglama potansiyeli oldugu belirlenmistir.

Formiilasyonlarin 1. derece salim kinetigine uygulugu, salim hizinin etkin madde
konsantrasyonundan etkilendigini gostermektedir. Bu nedenle salim c¢alismasinin
baglarinda Burst Effect’e benzer bir hizla baslayan etkin madde salimi ilerleyen

dakikalarda yavaslamistir. Rutin hidrat’in nanolif polimerinin igerisinde homojen sekilde
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dagildigr goz oOniinde bulunduruldugunda salim kinetiginin bu profilde gerceklesmis

olmas1 beklenen bir sonug olmustur (Paarakh vd., 2018).

Formiilasyonlarin uzatilmis modifiye salim gdstermesi, tedavi siiresince etkin
maddenin istikrarli bir sekilde salinmasi sayesinde tedavinin basarisini arttirmanin

yaninda olas1 yan etkilerin azaltilmasini saglamaktadir.

Formiilasyonlarda kullanilan ¢oziiciiler olan metanol ve saf su ICH smiflandirma
sistemine gore Class 3, DMF ise Sinif 2 ¢oziiciilerdir. DMF ig¢in limit 8,8mg/giin olarak
belirlenmistir. Formiilasyonlarin 1 ¢cm? alan igin kiitlesi yaklasik 1,1 mg oldugu ve
elektroegirme islemi sirasinda ¢6ziiciiniin biiyiik bir kisminin buharlastigi géz oniinde
bulunduruldugunda yara ortiisii olarak uygulanacak alan ¢ok daha biiyiik olsa bile

belirtilen limit degerinin altinda kalacagi goriillmektedir (ICH Guideline, 2022).

Formiilasyonda kullanilan maddeler ve benzer ¢alismalar incelenerek elde edilen
sonuglar goéz Online alindiginda sitotoksisite ¢aligmasi yapilmasina gerek olmadigi
goriilmiistiir. Ilbasmis Tamer vd. (2022), tarafindan yapilan bir ¢alismada yer alan MTT
test sonuglart incelendiginde Rutin igeren nanolifler ile fare fibroblast hiicreleri tizerinde
yapilan sitotoksisite ¢aligmalarinda Rutin’in %0,25 ve %0,5 konsantrasyonlarda kontrol
grubuna gore hiicre canliliginda herhangi sitotoksik etkinliginin olmadigi konsantrasyon
artigina bagli olarak hiicre canliliginin azaldigi gozlemlenmistir (I1lbasmis-Tamer vd.,
2022).

Eudragit® L100 ve PVA polimerleri ile Ketorolac Trometamin igeren
nanopartikiiller gelistirilmistir. Gelistirilen nanopartikiiller ile fare fibroblast hiicreleri
lizerinde yapilan MTT testinde konsantrasyona bagl hiicre canliiginda (125 pg/ml™ ve
250 pg/ml! konsantrasyonlarmnda) kontrol grubuna gore herhangi bir azalma
goriilmemistir.  Sonuglar incelendiginde polimerlerin giivenle kullanilabilecegi

anlasilmigtir (Mohammadi vd., 2019).

6.4. Kararhhik Calismalar:

Kararlilik ¢alismalar1 ICH tarafindan 6nerilen sicaklik ve nem kosullar1 altinda,

kararlilik agisindan 6ngorii olusturmasi amaciyla 3 aylik bir stirede gerceklestirilmistir.

Formiilasyonlar 30., 60., ve 90. glinlerde morfolojik olarak incelenmistir. F-PVA

ve F-EUD formiilasyonlar1 opak beyaz renkli, piirlizsiiz ve homojen goriintiisiinii; F-
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EUD-Rutin formiilasyonu opak sarimtirak, piiriizsiiz, homojen; F-PVA-Rutin

formiilasyonu ise opak sar1 renkli, piirlizsiiz, homojen goriintiisiinii siirdiirm{istiir.

FTIR, NMR spektrumlarinda ve DSC termogramlar1 karakterizasyon sonuglariyla
karsilagtirildiginda pik yap1 ve yerlerinde herhangi bir degisiklige rastlanmamuistir.

Kararlilik ¢aligmalar stiresince 30,60 ve 90. giinlerde gergeklestirilen etkin madde
miktar tayini sonuglar1 ve 90. giinde gergeklestirilen lif ¢ap1 analizlerinde 0. giine gore
istatistiksel agidan bir fark goriilmemistir (p>0,05). Formiilasyonlarin kararlilik ¢aligmasi

gerceklestirilen 90 giinliik siire boyunca kararli olduklar1 gortilmiistiir.

6.5. In Vivo Etkinlik Calismasi

In vivo etkinlik ¢alismasinda kullanilan eksizyonel yara modeli yara iyilesmesinin
in vivo olarak degerlendirilmesin sik¢a kullanilan bir modeldir. Bu yontemde deney
hayvaninin derisinde agik bir yara yaratilmakta ve bu yaranin zamana baglh kapanma
miktar1  iizerinden karsilagtirma/degerlendirme  yapilmaktadir. Ozellikle yara
iyilesmesinin ikinci fazinda karsimiza ¢ikan graniilasyon dokusunun olusumu, vaskiiler
agm restore edilmesi, keratinositler araciligiyla epitelizasyonun yeniden saglanmasi,
fibroblastlar ve miyofibroblastlarin kolajen formuna doniismesi gibi olaylar bu model ile

degerlendirilebilir (Baktir, 2019).

In vivo etkinlik calismasinin 3. giiniinde etkin maddesiz F-PVA formiilasyonu (p<
0,05) ve etkin madde igeren F-PVA-Rutin (p<0,0001) ve F-EUD-Rutin (p<0,0001)
formiilasyonlar1 yara alaninin kii¢iilmesi agisindan istatistiksel olarak anlamli etki

gostermistir.

Yara iyilesmesinin inflamasyon fazinda etkin maddeli formiilasyonlarin
istatistiksel olarak yiliksek anlamlilikta fark ortaya ¢ikarmasi Rutin hidrat’in sahip oldugu
antiinflamatuvar etki sebebiyle ortaya ¢iktigi diisiiniilmektedir (Yoo vd., 2014). Histoloji
calismalarinda elde edilen sonuglar incelendiginde 3. giinde nétrofil infiltrasyonunda
ozellikle F-EUD-Rutin nanolifinin istatistiksel agidan yiiksek anlamlilik ortaya koymasi

da bu diistinceyi desteklemektedir.

Caligmanin 7. giin verileri degerlendirildiginde ise tiim gruplar kontrol grubuna
gbre yara alaninin daralmasi agisindan anlamli etki gostermistir. Etkin madde iceren

formiilasyonlar (Pozitif kontrol, F-PVA, F-PVA-Rutin, F-EUD-Rutin i¢in p<0,0001 ; F-
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EUD i¢in p<0,01) etkin maddesiz formiilasyonlara gore istatistiksel olarak daha anlamli
sonuglar vermistir. Ayrica F-PVA-Rutin formiilasyonu, etkin maddesiz F-PVA (p<0,01)
ve pozitif kontrole (p<0,05) gore, F-EUD-Rutin formiilasyonu ise etkin maddesiz F-EUD
formiilasyonuna (p<0,05) gore anlamli etki géstermistir. Yara iyilesmesinin bu evresinde
notrofil infiltrasyonu devam ederken, graniilasyon doku olusumunun ve yeni damar

olusumlarinin bagladig1 bilinmektedir.

Histolojik degerlendirme sonucu %95 giiven araliginda anlamh bir fark
goriilmemesine ragmen graniilasyon doku olusumu agisindan etkin maddesiz ve etkin
maddeli formiilasyonlarin ortalamalarinin hem kontrol hem de pozitif kontrol gruba gore
daha iistiin olduklar1 goriilmektedir. In vivo deneylerde sinirli drneklem biiyiikliigiine
sahip olunmasi standart sapmayi arttirmaktadir. Standart sapmanin yiiksek olmasi
sebebiyle gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik goriilmemesine ragmen, elde
edilen gozlemsel ve matematiksel sonuglar daha biiyliik Orneklemle c¢alisiimasi

durumunda istatistiksel anlamlilik goriilebilecegini desteklemektedir.

Graniilasyon dokusunun olusumunda Rutin hidrat’in antiinflamatuar 6zelliklerinin
etkisi goriilmektedir. Buna ek olarak etkin maddesiz formiilasyonlarin ortalamasinin hem
kontrol hem de pozitif kontrol grubuna goére daha yiiksek olmasi nanolif yapisinin
graniilasyon dokusu i¢in fibroblast ekstraseliiler matriksine ek bir iskelet destek gorevi

uistlendigini isaret etmektedir.

Yeniden damarlanma (anjiyogenez) agisindan degerlendirildiginde, Rutin’in
anjiyogenez etmenlerinden olan VEGF proteininin ekspresyonunu azalttigi bilinmesine
ragmen (L.Y. Chen wvd.,, 2020) F-PVA-Rutin ve 0zellikle F-EUD-Rutin
formiilasyonlarinin anjiyogenez iizerinde istatistiksel agidan anlamli farklar yarattig
goriilmistiir. Bu durumun Rutin hidrat’in ve nanolif yapisinin graniilasyon doku olusumu
ve kolajen sentezine olan pozitif etkisi sayesinde graniilasyon dokusunun hizla olusmasi
ve damar epitellerinin ilerleyebilecegi iskeletler yaratmasi ile alakali oldugu

diistiniilmektedir.

Calismanin 10. giin verilerinde ise pozitif kontrol grubu kontrol grubuna gore yara
alaniin kiigiilmesi agisindan anlamli etki gostermezken etkin maddeli formiilasyonlar ve
etkin maddesiz F-PVA formiilasyonu kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamlilik

gostermistir (p<0,05).
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Caligmanin 10. giiniinde kolajen dokusu acisindan kontrol ve pozitif kontrol
gruplar1 arasinda herhangi bir anlamlilik goriilmemesine ragmen etkin maddeli
formiilasyonlarin istatistiksel olarak anlamli sekilde iyilestigi goriilmiistiir. Rutin hidratin
kolajen sentezine pozitif katki yaptig1 hatta karsilastirmali ¢calismalarda pozitif kontrol

olarak kullanildig1 bilinmektedir (Anagnos vd., 2018).

Calismanin son giinii olan 14. giinde iste yaralar neredeyse tamamen iyilestigi igin
istatistiksel olarak bir anlamlilik ortaya c¢ikmamistir. Ancak gorsel olarak
degerlendirildiginde, tim gruplarin kontrol grubuna goére daha iyi sonuglar verdigi

goriilmektedir.

Calismanin son giiniinde yapilan histolojik degerlendirmelerde kolajen doku
disorganizasyonu, agisindan 10. giinle paralel sonuclar elde edildigi goriilmistiir.
Anjiyogenez agisindan degerlendirildiginde etkin maddesiz gruplarin anjiyogenez
tizerinde bir etkisi bulunmazken F-PVA-Rutin grubunun istatistiksel olarak anlaml
etkinligi gortilmistiir. Pozitif kontrol ve F-EUD-Rutin gruplarinin da istatistiksel olarak
anlamli ¢itkmamasina ragmen ortalamalarinin diger gruplara gore daha iyi oldugu fark

edilmistir.

Calismada Rutin hidrat’in yara iyilesme asamalarinin iyi yonde ilerlemesine baskin
bir yardimi oldugu gériilmektedir. Ozellikle sahip oldugu antiinflamatuvar 6zellikler
sayesinde notrofil infiltrasyonunda, graniilasyon doku olusumunda ve kolajen sentezinde
oldukgca etkili oldugu goriilmiistiir. Nanolif tastyici sistemlerin sahip oldugu iskelet yapist
sayesinde Ozellikle anjiyogenez ve graniilasyon doku olusumunda pozitif etkilerinin

oldugu ortaya koyulmustur.
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7. SONUC

Rutin hidrat igeren iki farkli yara Ortiisii formiilasyonu gelistirilmistir. Gelistirilen
yara Ortiileri, etkin madde ve kullanilan polimerden bagimsiz olarak yara tedavi edici

Ozelliklere sahip oldugu bilinen nanolif tasiyici sistemler seklinde hazirlanmistir.

Nanoliflerin eldesinde kalite parametresi olarak diisiik lif ¢cap1 ve boncuksuz yapi
tercih edilmistir. Bu hedef dogrultusunda elektroegirme icin gerekli optimum

parametrelerin se¢imi i¢in Taguchi yontemi kullanilmistir.

Yapilan karakterizasyon ¢aligsmalarinda etkin maddenin polimer matrisine basariyla
yiiklendigi ve islemler sirasinda kimyasal yapisin1 korudugu nano boyuta sahip liflerle

egrilmis yara ortiileri elde edildigi goriilmiistiir.

Kararlilik siiresi boyunca, formiilasyonlarin, karakterizasyonunda herhangi bir

degisiklik olmadan kararli kaldig1 goriilmiistiir.

Gergeklestirilen in vivo etkinlik testlerinde optimize edilen her iki formiilasyonun
da kontrol ve pozitif kontrol gruplarina gore avantajli bir yara iyilestirme siireci ortaya

koydugu goriilmiistiir.

Ilerleyen calismalarda formiilasyonlar igin sterilizasyon ydntemleri gelistirilmesi,
elde edilen tasiyict sistemler ile farkli etkin maddelerin denenmesi ve daha uzun siire

salim saglayacak polimerlerle ¢alismalarin tekrarlanmasi dnerilmektedir.

Tezden calismasi sonucunda edilen tasiyici sistemler igin patent bagvurusu

yapilmasi ¢aligmanin korunmasi agisindan degerlidir.
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