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Jelatin, dogal bir polimer olup eczacilik ve medikal uygulamalarda o6zellikle
biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilen yara ortiileri ve ilag salim sistemlerinde
kullanilmaktadir. Jelatin graniilleri sulu ortamlarda siserek ¢6ziiniir ve in vivo da ise hizla
yikilir. Bununla birlikte bu malzemelerin, aldehit, karbodiimit veya sekerle capraz
baglanmalar1 dayanimini uzun siire saglayabilir ancak bu malzemelerin biyouyumluluklari
cagraz baglayicinin ¢esidinden ve ¢apraz baglanma derecesinden etkilenmektedir.

Bu calismanin birinci boliimiinde, glutaraldehit, (GA), 1-ethyl-3-(3-dimetil amino
propil) karbodiimit (EDAC), and D-fruktoz gibi degisik ¢apraz baglayicilar kullanilarak siinger
yapida jelatin yara oOrtiileri hazirlanmistir. Capraz baglayicilarin cesitleri ve miktarlarinin
jelatin siingerlerin termal ve mekanik oOzelliklere, stabilitelerine, sitotoksisiteleri lizerine
etkileri aragtirllmigtir. Fibroblast hiicreler kullanilarak yapilan in vitro ¢aligmalari, canli hiicre
sayisinin GA ile ¢apraz bagh siinger yapilarda EDAC ile olanlardan daha yiiksek oldugunu
gostermistir.

Calismanin ikinci boliimiinde ise, siinger yapidaki jelatin yara ortiilerine biiylime
faktorii olarak EGF eklenmistir. Hazirlanan yara ortiilerinin iyilesme iizerine etkileri tavsanlar
tizerinde test edilmis ve sirtta agilan tam deri defektlerine uygulanmistir. Belli araliklarla
iyilesmekte olan doku Ornekleri alinmis ve histolojik olarak incelenmistir. Histoloji sonuglari,
hazirlanmis yara Ortiilerinin, biyouyumlu olduklarini, mononiikleer hiicre infiltrasyonu veya
yabanci cisim reaksiyonuna sebebiyet vermediklerini gostermistir. Olusan yeni dermisin
kalitesinin normal deridekine yakin oldugu tespit edilmistir. Bunlarin yanisira, EGF igeren
siinger Ortiilerin uygulandig1r yaralarda iyilesmenin daha hizli ve daha diizgliin oldugu

gozlenmistir.



ABSTRACT

Gelatin is a natural polymer used in pharmaceutical and medical applications,
especially in the production of biocompatible and biodegradable wound dressings and drug
delivery systems. Gelatin granules hydrate, swell and solubilize in water and rapidly degrades
in vivo. However, durability of these materials could be prolonged by crosslinking by
aldehydes, carbodiimides and aldose sugars, but biocompatibilities of collageneous
biomaterials are profoundly influenced by the nature and extent of crosslinking.

In the first part of this study, gelatin sponges were prepared by using various
crosslinkers such as glutaraldehyde (GA), 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
hydrochloride (EDAC), and D-fructose. The effects of the type and the amount of crosslinker
on thermal and mechanical properties, stability, and cytotoxicity were investigated. In vitro
studies carried out with fibroblast cells demonstrated higher cell viability for the samples
crosslinked with GA than the ones crosslinked with EDAC.

In the second part of the study, EGF was added into the gelatin sponge structures as
growth factors. The prepared wound dressings were tested for wound healing in in-vivo
experiments and were applied on the full-thickness skin defects created on rabbits. At certain
intervals the healing tissues were biopsied and processed for histological examinations. Results
of the histological investigations showed that the prepared dressings were biocompatible, did
not cause any mononucler cell infiltration nor foreign body reaction. The quality of the dermis
was almost as good as the normal skin. Besides, faster and more proper healing was observed

for the wounds on which EGF containing sponges were applied.
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1.GIRIS
1.1 GENEL BIiLGILER

Yara iyilesmesi birbirin izleyen ve kismen i¢ ice girmis donemlerden olusan dinamik
ve kompleks bir prosestir. Bu donemler; inflamasyon, granulasyon, neovaskularizasyon,
reepitelizasyon, ekstraselliilar matriks ve bag dokusunun yeniden olusmasini igerir (1). Bazi
durumlarda yara kendiliginden iyilesebildigi gibi bazen de; vendz basing yiiksekligi, atardamar
darligi, mikroorganizmalarin varligi, diyabet, neoplazi, radyasyon gibi fiziksel ve kimyasal
faktorler iyilesmede sorunlar olusturmaktadir (2). Biiyiik doku kayb1 oldugunda ya da kronik
yaralarda Ornegin yanik, travma, diyabetik, dekiibiitiis iilseri gibi durumlara etkili iyilestirme
programi; doku onarim prosesine iyi anlamayi ve uygun yara Ortiisii se¢imini gerektirir (3). Bu
durumlarda yara yiizeyi uygun bir ortiisii ile kapatilarak bir taraftan yaranin nemli tutulmasi
saglanirken diger taraftan dokunun dis etkenlerden korunmasi gereklidir. Yapisina ve
kompozisyonuna bagli olarak yara Ortiileri; yara bolgesinde olusan eksiiday1 emerek kotii koku
ve enfeksiyonu onler, agriy1 azaltir, yaray1 nemli tutarak graniilasyon dokusunun olusumunu ve

epitelizasyon islemini hizlandirir.

Bir¢ok maddenin (yag, seker, vb.) yara iyilesmelerinde kullanildig1 ¢ok eski ¢aglardan
beri bilinmektedir (4,5). Daha sonra pamuk (Gamgee, 1880) gazli bezle (Lumiene, 1903)
birlikte antibiyotikli melhemler, bir takim antiseptik sivilar bunlarin yerini almistir. Giinlimzde
ise geleneksel metodlarin yerine yaranin tiirline ve bolgesine gore yara ortiileri almistir.
Bunlarm arasinda; poliiiretan ( Op-site ~) (6,7), silikon ( biobrane *) (8), polivinilprolidon
(Aquagel®, Nu-gel®) (9,10), karboksimetilseliilloz (Comfeel®) aljinat (11), polisakkaritler
(12,13), kollajenden hazirlanmis (biyobrane®, EZ Derm®) (8) en yaygin olarak kullanilanlardr.
Yara Ortii materyalleri yaranin tiiriine gore film, siinger, fibril, mikrokiire, hidrojel, adhesiv jel
veya hidrokolloil yapida olan malzemelerdir. Yara ortii materyali iizerine ¢alismalar hergiin
gelisen teknoloji ve artan talep ile yogun bir sekilde siirmektedir. Epidermis ve dermis model
almarak cift kath (silikon-kollajen) yara oOrtii materyali {lizerine ilk ¢alismalar Yannas
tarafindan MIT de baslamis olup (14-19) daha sonra bu yara ortiisii Suzuki (20) ve Matsuda
tarafindan gelistirilmistir (21-22).



Son yillardaki aragtirmalar ise ‘akilli malzeme ve doku miihendisligi iirlinleri (modern
yara Ortiileri) lizerine yogunlasmistir (23-26). Burada hedef, klasik yara ortiilerin gorevlerini
istlenirken aynm1 zamanda hizli ve kozmetik iyilesmeyi saglayan, hiicre proliferasyonunu
hizlandiric1 ve doku gelisimini saglayan diisiik maliyetli yara ortiileridir. Smith and Nephew
arastirma labaratuvarlarinda son ¢alismada kronik yaralar i¢in insan fibroblastlari in-vitro da
doku haline getirilmis ve iiriin (Dermograft *) klinik uygulamaya girmistir (27). Diger yeni bir
iirlin ise, enfekte olmus yaralar i¢in gelistirilen ve antibakteriyal igeren kollajen yara ortiistidiir

(28). Bu materyal de klinik uygulamaya girmistir.

Diger taraftan molekiiler genetigin gelismesiyle, terapotik ajanlarin biiyiik bir sinifi
olan polipeptit ve proteinler olduk¢a 6nem kazanmistir. Son yillarda, peptitler, proteinler,
hormonlar, biiylime faktorleri tedavi amagh kullanilmaktadir (29-37). Recombinant DNA
teknolojisiyle bu makromolekiillerin {iretimi miimkiin olurken, arastirmalar bunlarin etkili olan
formiilasyonlar1 iizerine yogunlasmistir. Ancak polipeptitlerin tamamen etkili olan
formiilasyonu hentiz gerceklesmemistir (38-39). Polipeptidler i¢inde biliyiime faktorleri (TGF,
EGF, NGF, FGF) yara iyilesmelerinde 6nemli bir yer tutmaktadir (39). Biiylime faktorleri
hiicre boliinmesini, farklilagmasini, gen ekspresyonunu aktive ettikleri gibi doz etkilerine bagl
olarak hiicre bdliinmesini engelleyebilirler (40). Dolaysiyla bu iriinlerin uygun doz
formiilasyonunun hazirlanmasi, diger sistemik etkileri yok etmek i¢in olduk¢a Onemlidir.
Ayrica, biyolojik ortamda dayanikli olmamalar1 (gastrointesyinal kanaldaki proteolitik
enzimlerle kisa siirede parcalanir ve aktivetelerini kaybederler), biyolojik yarilanma siirelerinin
kisa olmasi, uygulanmalarini oldukga zorlastirir. Ornegin, biiyiime faktorleri arasinda 6zellikle
anjiojenezde 6nemli rol oynayan PDGF, dolagim sisteminde izlenememistir, intra venoz olarak

enjekte edildiginde yar1 dmriiniin iki dakikadan daha az oldugu belirtilmistir (41).

Bu aragtirmada amag, iyilesmesi zor olan (kronik) yaralar i¢in dogal, biyobozunur,
imminojenik etki gdstermeyen jelatinden, pordz yapida yara ortlisii hazirlanmasi, karakterize
edilmesi ve gelistirilmesidir. Hiicre ¢ogalmasini aktive etmek ve iyilestirmeyi hizlandirmak
icin epidermal biiyime faktorii (EGF, jelatin mikrokiireler i¢inde olarak) slinger yapilara
eklenmistir. Biiyiime faktoriinlin jelatin mikrokiireler i¢inde eklenmesi, biyolojik Omiirlerini

uzatmak a¢isindan 6nemlidir.

Jelatin, biyouyumlu, biyoyikimli, diisiik immiinojenik etkisi ve kolay islenebilir olmasi

nedenleriyle bu aragtirmanin ana materyali olarak secilmistir. Jelatin yapilarin yikim siiresi,



yapmin kimyasal 0Ozelliklerine, kullanilan capraz baglayicinin tip ve miktarina gore
degismektedir. Capraz baglayici olarak gluraraldehit kullanimi ¢ok yaygin olmakla birlikte,
toksik etki gosterdigi bir¢ok arastirmaci tarafindan belirtilmektedir. Bu nedenle bu ¢alismada
capraz baglayict olarak glutaraldehitin yanmi sira, daha az toksik etki gosterdigi belirtilen ve
suda ¢oziinen karbodiimid ve fruktoz kullanilarak farkli slinger yapilar hazirlanmistir. Farkli
capraz baglayicilar ile hazirlanan slinger yapilarin yikim zamanlari, ozkiitleleri, termal ve
mekanik ozellikleri karsilastirilmistir.  Farkli ¢apraz baglayicilar iceren jelatin siingerlerin
toksisiteleri, hiicre kiiltiir deneyleri ile incelenmistir. Hazirlanan yara Ortiileri, tavsanlarin
sirtlarinda agilan tam deri defektlerine uygulanmistir. Belli araliklarla iyilesmekte olan doku
ornekleri alinmig ve histolojik olarak incelenmistir. EGF iceren siinger ortiilerin uygulandig:

yaralarda iyilesmenin daha hizli oldugu gozlenmistir.

2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 MATERYAL

Jelatin Difco Laboratuvarlarinda (USA) mikrobiyolojik kiiltiir besiyerlerinin
hazirlanmasinda kullanilmak amaciyla tiretilmistir. 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodimid
hidroklorid (CsH;7N3.HCI, EDAC), D-fruktoz, Sigma’dan (St Louis, USA) alinmistir.
Epidermal Biiylime Faktorii (EGF) (insan rekombinant) Sigma dan (USA) ve glutaraldehit
(%50 s1v1 ¢ozelti),(GA) BDH Limited’den (Poole, England) alinmistir. Giemsa Merck’den
(Almanya) alinmistir. Sodyum fosfat, di-sodyum hidrojen fosfat-2-hidrat, sodyum azid, %2
sodyum potasyum tartart, %2 sodyum karbonat, 0.1 N NaOH, folin-fenol kimyasali, %2
CuS04.5H,0, vankomisin (Lilly) ve diger tiim kimyasallar analitik formdadir. Siv1 ¢ozeltiler
distile su kullanilarak hazirlanmistir. Fosfat tamponu (0.01 M, pH 7.4), sodyum fosfat ve

disodyum hidrojen fosfat-2-hidrat kullanilarak hazirlanmstir.
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2.2 YONTEMLER

2.2.1. Jelatin Siingerlerin Hazirlanmasi

Hazirlanan siv1 jelatin ¢ozeltilere (% 3 w/v, 50 ml, 60°C de 1sitilmus) farkli miktarlarda
capraz baglayici (glutaraldehit, karbodiimid ve seker) eklenmistir. Bu karisimlar, dakikada
2000 doniim hiz1 ile 30 dakika karistirilmis ve elde edilen ¢ozelti, 1,5 cm kalinligindaki petri
kaplarina dokiilerek sivi azot iizerinde, dondurarak kurutma teknigi ile 12 saat kurutulmustur.

Hazirlanan jelatin siinger yapilar ve icerikleri Tablo1.de verilmistir.

Tablo1. Hazirlanan jelatin slinger yapilar ve kullanilan ¢apraz baglayicit miktarlar

Ornekler Capraz baglayic1 Capraz baglayic1 miktar1 | Capraz baglayic1 (mmol)

GS - - -
GS-GA, Glutaraldehit 0.5 % (v/v), SmL 0.25
GS-GA, Glutaraldehit 1 % (v/v), 5 mL 0.50
GS-GA; Glutaraldehit 5% (v/v), 1 mL 0.50
GS-EDAC, EDAC 0.5 % (w/v), 1 mL 0.013
GS-EDAC, EDAC 0.5 % (w/v), 3 mL 0.026
GS-EDAC; EDAC 0.5 % (w/v), 5mL 0.078
GS-EDAC, EDAC 5% (w/v), 1 mL 0.26
GS-EDAC; EDAC 5% (w/v), 3 mL 0.78
GS-EDAC, EDAC 5% (w/v), 5 mL 0.13
GS-F Fruktoz 0.075 g 0.42

2.2.2 Jelatin siingerlerin Karakterizasyonu

2.2.2.1.Yogunluk Analizleri

Hazirlanan siingerler, cerrahi bigak kullanilarak kiipler halinde (~1cm®) kesilmis ve tiim
boyutlar1 mikrometre ile 6l¢iilmiistiir. Elde edilen 6rneklerin yogunluklari, agirlik ve hacim
degerleri kullanilarak hesaplanmustir. Her tiir siinger i¢in dokuz farkli 6rnek hazirlanmis ve
ortalama yogunluk degerleri, maksimum ve minimum degerler hesaba katilmadan

hesaplanmustir.
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2.2.2.2. Termal Analizleri

Jelatin siingerlerin termal Ozellikleri Dupont 2000 Diferansiyel taramali kalorimetre
(Differential Scanning Calorimeter, DSC) cihaziyla 6lciilmiistiir. Orneklerin (3-5 mg) termal
analizleri azot atmosfer ortaminda, 10-300°C sicaklik araliginda, 1sitma hiz1 10 °C/dk olarak

yapilmistir.

2.2.2.3. Mekanik Analizleri

Stingerlerin mekanik testler i¢cin hazirlanmasi: Siingerler 20x50 mm boyutlarinda ve 10
mm kalinliginda dikdortgen prizma seklinde kesilmistir. Tim Ol¢imler mikrometre
kullamlarak yapilmistir. Tiim mekanik testler 23+2°C ve %5045 kismi nem ortaminda
yuriitiilmistiir. Her kompozisyon i¢in dokuz o6rnek test edilmistir. Her ornek i¢in ¢ekme
mukavemeti ve elastik modiilii degerleri hesaplanmistir. Ortalama degerler, maksimum ve
minimum degerler hesaba katilmadan bulunmustur. Mekanik test 6l¢iimleri LLYOD LRX 5K
(LLYOD Instruments, ENGLAND) cihaziyla yapilmistir. Bu cihaz WindapR programin
kullanan bilgisayar kontrolii altinda ¢alismaktadir. Orneklerin cihaza yerlestirilmesinde dikey
ceneler kullanilmistir. Dikdortgen Orneklerin bir ucu cihazin sabit kismina diger ucu ise
hareketli kismina tutturulmus ve hareketli kisma 2 mm/dk sabit ¢ekme hizi uygulanmistir.
Uygulan yiik cihaza bagli bilgisayar yardimiyla kaydedilmistir. Yiike bagli deformasyon egrisi
her bir 6rnek icin elde edilmistir. Cekme mukavemeti,

c=F/A

denklemi kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Burada, ¢ ¢ekme mukavemeti, F uygulanan maksimum
yuk, A ise ornegin ilk alanin1 gostermektedir. Yiik deformasyon egrisi gerilim-gerinim egrisine
cevrilmistir. Gerilim, birim alan basina uygulanan yiik (F/A, pascal), gerinim ise birim uzunluk
basina gelen deformasyon (Al/l,) olarak tanimlanmaktadir. Gerilim-gerinim egrisinde elastik
bolgedeki diiz ¢izginin egimi, maddenin elastik modiilii degerini vermektedir.

Istatistiksel Islem : ‘One Way Anova’ testi kullamlarak ortalama, standart sapma tesbit

edilmisg ve farkli siingerlerin mekanik 6zellikleri arasindaki anlamli farklar saptanmustir.

12



2.2.2.4. Capraz baglayicilarin jelatin siinger yikimina etkisi

Capraz baglama, tam bir bozunma ve ¢oziintirliik i¢in gereken zamanin belirlenmesiyle
saptanir. Bu degisim molekiiler seviyede bir c¢apraz baglanmayi gostermemekle birlikte
¢ozlnlirliiglin azalmasi ¢apraz baglanmanin varligini1 gostermektedir. Cozlinmiis jelatin miktari
matriks bozunurlugunu, ¢éziinmemis jelatin miktar1 ise ¢apraz baglanmanin varligini1 gosterir.
Capraz baglanmanimn varligini saptamak amaciyla, lem® liik siinger 6rnekler fosfat tampon
¢ozeltilerine daldirilmig (0.01 M, 10 ml, pH=7.4) ve 37°C de sabit sicaklikta galkalamali su
banyosunda inkiibe edilmistir. Mikrobiyal liremeyi 6nlemek amaciyla da ortama 200 mg
sodyum azid eklenmistir. Belli araliklarla ortamdan 500 pL ¢6zelti alinarak 0.45 umlik porlara
sahip filtreden gecirilmistir. Coziinmiis jelatin miktar1 spektrofotometrik olarak A=660 nm de

Lowry Protein Analiz Metodu uygulanarak saptanmistir.

2.2.3. Sitotoksisite Testleri

Biyomedikal {iriinlerin sitotoksisite testlerinin yapilmasi, gerek iirliniin gelistirilmesi
gerekse biyouyumlulugunun kabul edilebilmesi acisindan 6nemlidir. Bu nedenle, hazirlanan
jelatin siingerlerin proliferatif ve sitotoksik etkileri, insan derisinden alinmig biopsi
materyalinden epidermisin mekanik ve enzimatik yontemlerle ayrilmasi ile elde edilen
fibroblast hiicreleri (HSAn2) kullanilarak incelenmistir. Fibroblast hiicreler Sap Enstitiisii
koleksiyonundan alinmistir. Canli hiicre sayimi i¢cin Trypan blue boyama yontemi kullanilmis

ve hiicre morfolojileri Giemsa boyama metodu ile incelenmistir.

Jelatin siingerler (herbir siinger ¢esidi i¢in 10 adet) kiip seklinde (Icmx lcmxlcm)
kesilerek tartildiktan sonra 5.5 saat UV ile sterilize edilmislerdir. HSAn2 hiicreleri [10% fotal
calf serum, gentamisin, vancomisin ihtiva eden Dulbecco's Modified Eagles ve HAM’s F12
(1:1) ortaminda], 24-kisimh plakalara ekilmis (2x10” hiicre/kistm) ve kiiltiir ortamlar (1 mL)
ilave edilmistir. Hiicreler, 37°C de, 95-99 % humidity ve 5 % CO, ortaminda 24 saat inkiibe
edildikten sonra sterilize edilmis yara Ortii materyalleri eklenmistir. Kontrol plakalara jelatin
siinger eklenmemistir. 48 saat sonunda kiiltiir ortamlar1 uzaklastirilarak hiicreler Giemsa ile
boyanarak mikroskop altinda incelenmistir. Canli hiicre sayisim1 bulmak ig¢in, yara Ortii

materyalleri kiiltiir ortamlarindan ¢ikarilmis, hiicreler tripsin-EDTA soliisyonu ile muamele
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edilerek kiiltiir kabindan ve birbirlerinden ayrildiktan sonra serumlu Kkiiltiir ortaminda
ayristirilmig ve Trypan blue boyasi ile boyanarak mikroskop altinda sayilmistir. Ayni zamanda
yara Ortiisii icermeyen (kontol) orneklerde de hiicreler sayilarak karsilastirilmistir. Deneyler
yedi kez tekrar edilerek istatistik testleri yapilmistir. Jenerasyon sayisi (n), ikilenme zamani (d)

ve % Oliim degerleri agagida verilen esitliklerden hesaplanmustir.

Jenerasyon sayisi, n=(log Ct—log C,)/log 2
Cr : plakadaki yasayan hiicre sayisi, C, : baslangicta ekilen hiicre sayisi
Hiicre sayisinin ikilenme zamani, d =t/ n
t: inkiibasyon zamani (48 saat), n: jenerasyon sayisi
% 06lim = Ceontrol-Crest /Ceontro1)X 100,
Ciest : Ornek iceren plakadaki canli hiicre sayisi

Ceontrol : Ornek igcermeyen (kontrol) plakadaki canli hiicre sayisi

2.2.4. In-vivo Uygulamalar

2.2.4.1 EGF liceren Jelatin Siingerlerin Hazirlanmasi

Gerekli miktarlarda EGF (50uL heparin iceren ImL fosfat tampon ¢ozeltisi i¢inde),
hazirlanma sirasinda jelatin ¢ozeltilerine eklenmis ve dondurup-kurutma teknigi ile yara ortii
materyalleri hazirlanmustir. Jelatin siingerler 1cm® bityiikliigiinde kesilerek sterilize edilmis ve
hayvan deneyleri i¢in hazirlanmistir. Bu siingerlerden herbiri 15 pg EGF igermekte olup GS-
GA1-EGF olarak isimlendirilmistir.

2.2.4.2. In vivo deneyleri
Yaklasik 2-3 kg agirhgindaki 3 aylik erkek tavsanlar in-vivo deneyleri igin

kullanilmistir. Hayvanlar standart diyetle beslenmis ve iiniversitenin hayvan evinde ayri

kafeslerde barindirilmistir. Tavsanlar, bir defa olmak iizere, kas icine, ketamin hidroklorit ve
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rompum karisimi1 (3mL) enjekte edilerek uyutulmustur. Sirt kismindaki killar, elektrikli trag
makinesiyle ¢ikarilmig ve deri, batikon alkol soliisyonuyla sterilize edilmistir. Tavsanlarin
sirtinda, steril musta yardimiyla, tam kalinlikta dort tane yara (cap=0.8 cm, alan=0.50 cm?)
acilmistir. Birinci yara kontrol olarak birakilmis, ikinci yara ise jelatin siinger (GS-GA1) ile
kapatilmigtir. Ugiincii ve dordiincii yaralar sirasiyla, EGF iceren siingerlerle (GS-GA1-EGF)
kapatilmistir. Bu stingerlerdeki EGF miktar1 15pg’dir. Siingerler yerlestirildikten sonra, biitiin

yaralar, ticari olarak mevcut olan, poliiiretan film (OpSite) ile Ortiilmiistiir.

Tavsanlarin saglig1 ve yara alanlar1 hergiin kontrol edilmis, gozlemler kaydedilmistir.
Yaralarin uzunlugu ve genisligi periyodik olarak 6l¢iilmiistiir. Sistemlerin biyolojik uyumu ve
tesirini belirlemek i¢in, biitiin yara alanini i¢eren ornekler, operasyonun 7. ve 11. giiniinden
sonra genel anastezi altinda ¢ikarilmistir. Ornekler, histoloji uygulamalari igin formaldehite
birakilmistir. Verilerden saglikli sonug alabilmek amaciyla, her 6rnege ait, herbir zaman araligi

icin 5 adet deney yapilmistir.

2.2.4.3. Histolojik Deneyler

Biitiin yara alanin1 igeren deri ornekleri ¢ikarilmis ve Ornekler, %10’luk formalin
tampon ¢oOzeltisine daldirilmistir. Yerlestirmeye hazirlik igin, bunlar dereceli etanol serileri
icerisinde dehidre edilmistir. Orneklerin, 5-7 mikrometre kalmligindaki kisimlar1 hazirlanmis
ve Hematoksilen, Fosin ve Masson’s Trichrome ile boyanmistir. Fotomikrografikler, Olympus

BH-7 151k mikroskobu ile elde edilmistir.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Jelatin siingerler

Jelatin, biyouyumlu ve biyobozunur olmasi yanisira toksik ve allerjik o6zellik
gostermemesi nedeniyle farmasotik ve biyomedikal uygulamalarda genis kullanim alanlarina
sahiptir. Bu calismada, yara oOrtiilerinin hazirlanmasinda dogal bir polimer olan jelatin
kullanilmistir. Jelatin biyolojik sistemlerin kollajen iceren kisimlarindan elde edilmektedir.
Fizyolojik kosullarda kollajen az miktarda da olsa antijenik 6zellik gosterdiginden jelatin
kollajene tercih edilmektedir. Jelatin siingerler hazirlanisinda yiizey aktif maddeler ve organik
coziciiler kullanilmamistir. Elde edilen siingerler beyaz renkli, olduk¢a yumusak, pordéz ve
elastik yapiya sahiptir (Sekil 1). Yumusak ve pordz ozelliklerinden dolay:r siingerlerin yara
bolgesinde dokuya herhangi bir zarar vermesi beklenmemektedir. Siinger yapilarin yiiksek
emme kapasiteleri yara bolgesinde siv1 birikimini 6nlemeye yardime1 olacaktir. Boylelikle yara
stvist (eksiida) ve hiicre artiklar1 emilerek siinger yapi i¢inde tutulacaktir. Siinger yapilar yara
boslugunu doldurarak yara bolgesindeki hiicrelerin igeri diflizlenmesi, tutunmasi ve ¢ogalmasi
icin bir iskelet olustururlar. Bu yapilar i¢in en 6nemli 6zellik biyoyikimli olmalaridir. Hiicreler
cogalip yara boslugunu doldurdugunda bu iskelet parcalanir ve taze olusan doku ile yer
degistirir. Dolayisiyla yara iyilesmesi gergeklestikten sonra Ortli materyalinin ikinci bir

operasyonla uzaklastirilmasina gerek kalmamaktadir.

Sekill. Jelatin siinger A) Fotograf B) Taramali Elektron Mikrograf
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3.2. Jelatin Siingerlerin Karakterizasyonu

3.2.1 Yogunluk Analiz Sonuglari

Hazirlanan siingerlerin ortalama yogunluklari Tablo 2. de verilmistir. Her ornek igin
dokuz o6l¢iim yapilmis olup ortalama degerler hesaplanmistir. Elde edilen degerler oldukga
diisik olup 6 mg/cm’-8 mg/cm’ degerleri arasinda degismektedir. Siingerlerin hayli pordz
yapilarindan dolay1 bu diisiik degerler beklenen degerlerdir. Capraz baglayici kullanilmayan
siingerlerin yogunlugu 7.04 mg/cm’ olarak bulunmustur. Capraz baglayici kullanilmasi bu
degeri 6nemli derecede degistirmemistir. Bununla birlikte GA miktarindaki artig, yogunlugun
7.04 mg/cm’ den 8.14 mg/ecm’ e yiikselmesine yol agmustir. Sonug olarak denilebilir ki capraz
baglayict miktarindaki artis, siingerlerin yogunluklarinda ¢ok az bir artisa yol agmigtir. EDAC

ile hazirlanan 6rnekler i¢in bdyle bir yorum yapmak miimkiin degildir.

Tablo 2. Farkli miktarlarda ¢apraz baglayici igeren jelatin siingerlerin yogunluk degerleri

Ornekler Capraz baglayic Yogunluk
(mmol) (g/cm’)
GS - 0.00704+0.00037
GS-GA, 0.250 0.00639+0.00045
GS-GA,; 0.500 0.00748+0.00070
GS-GA; 0.500 0.00814+0.00150
GS-EDAC, 0.026 0.00620+0.00110
GS-EDAC, 0.078 0.00690+0.00033
GS-EDACG; 0.131 0.00770+0.00054
GS-EDAC4 0.260 0.00600+0.00044
GS-EDAC:5 0.780 0.00650+0.00029
GS-EDACs 1.300 0.00760+0.00080
GS-F 0.420 0.00770+0.00087
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3.2.2 Termal Analiz Sonug¢lari

Hidroksil veya amid gruplar1 gibi hidrofilik karakterde yapilar iceren polimerler su
ortaminda molekiil i¢i baglar olusturmaktadir. Bu baglarin olugsmast ‘camsi gecis sicakligr’
(T,) karakterlerini olduk¢a etkilemektedir. Bazi protein ve polisakkaritlerde T, ve erime olay1,
ana zincirin ayrigmasi gerceklesene kadar gozlenememektedir. Bunu saglayan ise hidrojen

baglarinin stabilitesidir.

Literatiirde jelatin i¢in iki T, sicaklig1 gosterilmistir. Bu iki T, degerinin goriilmesine
sebep olarak da jelatin biinyesindeki amino acid igerigine model olan blok kopolimer
gosterilmistir. Ik T, sicakhigi 90°C-100°C arasinda olup peptid zincirdeki a-amino acid
bloklarini gostermektedir. Ikinci T, sicakligi ise 180°C-200°C arasinda olup imino asit, prolin
ve hidroksi prolinin glisinle olan bloklarim1 gostermekte ve uygulanan metoda gore
degismektedir. Ikinci T, sicakliginin, jelatinin tiim fiziksel karekterlerinden sorumlu oldugu
varsaylldigindan bir¢ok ¢alismada ikinci T, degeri belirtilmistir. Saf ve kuru jelatin drnekleri
i¢in T, degeri dilatometrik metod ile 95°C de, viskoelastik metod ile 120°C de ve kayma
modulus dl¢iimleri metodu ile 190°C de belirtilmistir. %9.6 nem iceren jelatin 6rnekleri i¢in ise
mekanik ozellikler dlgiilerek, T, degerleri —85°C, 130°C, ve 180°C de saptanmustir. Bazi
yayinlarda ise jelatin 6rnekler icin T, degerleri 175°C (¢apraz baglayici kullanilmaksizin) ve
196°C de (¢apraz baglayici kullanilarak) gosterilmistir. Tiim bu degerler jelatinin kompleks

yapisini gostermektedir.

Bu ¢alisgmada hazirlanan GS (jelatin siinger) 6rnekleri i¢in ilk T, 70°C de gdzlenmistir
(Sekil 9-10). Bu deger GS-GA o6rnekleri igin 77°C ye yiikselmis ve 90°C civarinda pik
vermistir. ikinci bir endotermik absorpsiyon piki ise 120°C (GS-GA,) ve 125°C (GS-GA;) de
gozlenmistir. Gozlenen bu ikinci endotermik absorpsiyon pik, suyun ilgili sicakliklarda
uzaklastirilmis olmasindan kaynaklanmus olabilir. Tkinci T, piki tiim érneklerde 217-222 °C de

olusmus ve 247°C den sonra tiim 6rneklerde bozunma g6zlenmistir.
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Sekil 2. DSC termogramlari; (A)GS, (B)GS-GA1, (C)GS-GA3, (D)GS-EDAC4, (E)GS-EDAC6

3.2.3 Mekanik Analiz Sonug¢lari

Yara ortiilerinin, uygulanacak bolgedeki dokuya miikemmel bir uyum saglayabilmesi
i¢in baz1 mekanik 6zelliklere sahip olmalar1 gerekmektedir. Ortiiniin 6zellikle elastik modiiliis
degeri derinin rahat bir sekilde hareket edebilmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Ornegin sert
yapidaki bir yara Ortiisii yeterince elastik olmadigindan o6zellikle eklem bdlgelerinde deri
hareketine izin vermemektedir. Diger énemli bir mekanik 6zellik de ¢gekme mukavemetidir.
Cok zayif yapidaki yara Ortiisii uygulama sirasinda pargalanabilir ki bu istenen bir 6zellik
degildir. Bu ¢alismada, hazirlanan siingerlerin gerilim direnci ve elastik modiilii degerleri test
edilmis ve elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Her tiir stinger i¢in dokuz 6rnek hazirlanmis
ve test edilmistir. Hesaplanan maksimum gerilim direnci ve elastik modiiliis ortalama degerleri

Tablo 3 de verilmistir.
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Tablo 3. Jelatin Siingerlerin Mekanik Ozellikleri

Ornekler’ Capraz baglayici Maksimum gerilme Elastik Modulus (MPa)
(mmol) direnci (MPa)
GS - 0,0135+0.0030 0,6451£0.1101
GS-GA1 0.25 0,0142+0.0024 0,6526+0.0506
GS-GA2 0.50 0,0138+0.0035 0,7146x0.1172
GS-GA3 0.50 0,0130%0.0040 0,8550+0.0927
GS-EDACI 0.13 0.0136%0.0035 0,8343+0.0756
GS-EDACH4 0.26 0.0123+0.0026 0,6657+0.0507
GS-EDACS 0.78 0.0104£0.0027 0,4756%0.0459
GS-EDAC6 1.30 0.0093%0.0030 0,4500+0.0782
GS-F 0.42 0.0114£0.0051 0.6590+0.1423

“Herbir 6rnek i¢in 9 dl¢iim alinmustir

Hig¢ bir ¢apraz baglayici kullanilmadan hazirlanan jelatin siingerlerin gerilme direnci
degerleri 0.0135 MPa olarak bulunmustur. GA ile ¢apraz baglanan 6rneklerde, GA miktarinin
artmasi gerilme direnci degerlerinde dnce bir artig (GS-GA1 6rnegi i¢in 0.0142 MPa) ve daha
sonra azalma gostermistir ((GS-GA3 6rnegi i¢in 0.0130 MPa). Sonuglar yorumlandiginda, GA
eklenmesinin gerilme direncinde 6nemli bir degisime yol agmamis oldugu sdylenebilir.
Degerler, deneysel hata limitleri i¢cinde 0.0135 MPa civarinda sabit kalmistir (P<0.747). EDAC
ile hazirlanan Orneklerde gerilme direnci 0.0136 MPa dan 0.0093 MPa degerine diisme
gostermigtir. EDAC ilavesi ile gerilme direnci degerlerindeki azalma EDAC’in yapiya
kovalent baglanmamasi ve ortamda kalarak yumusatic1 etki gostermesi olarak agiklanabilir.
GA ise yapiya kovalent baglandig: icin etkin bir azalma gozlenmemistir. Gerilme direnci

sonuclar1 Sekil 3 te gosterilmistir.
GA miktarmin artmasi ile elastik modiliis degeri 0.645 MPa dan 0.855 MPa’a

yiikselmistir (P<0.001). GA ile ¢apraz baglanan jelatin daha sert (daha az elastik) bir yapiya
sahiptir. Buna GA’nin olusturdugu ekstra amid baglar1 sebep olmaktadir. EDAC ile hazirlanan
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orneklerde EDAC miktar1 arttik¢a, elastik modiiliis 0.8343 MPa dan 0.4500 MPa degerine
diisme gostermistir. Degerlerdeki diigme, yapi iginde iire tlirevlerinin varligi sonucu olabilir
(Sekil 4).

GS-F o6rnegi, hi¢ ¢apraz bag icermeyen GS Ornegine benzer ozellikler gostermis ve

mekanik sonuglari ¢ok yakin degerler vermistir.
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Sekil 3. Jelatin stingerlerdeki gerilme direnci degisimi
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Sekil 4. Jelatin siingerlerdeki elastik modiiliis degisimi
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3.2.4 Capraz baglalayicilarin jelatin siingerlerin yikim iizerine etkisi

Jelatinin medikal alanlarda kullanilmasini sinirlandiran tek 6zelligi sivi ortamlardaki
yliksek c¢oziiniirliiglidiir. Dolayisiyla viicut sicakliginda da ¢ok hizli bir sekilde bozunmaktadir.
Bu yiizden malzemenin yikim siiresini azaltacak herhangi bir ¢capraz baglayiciyla muamele
edilmesi gerekmektedir. Bu amacla, glutaraldehit, karbodiimid, formaldehid gibi capraz
baglayicilar ¢cok yaygin olarak kullanilmaktadir. Capraz baglama {i¢ boyutlu ag yapilarin
olusmasint saglamaktadir (6rnegin mikrokiire ylizeylerinde, matriks veya siinger yapilarda).
Fakat capraz baglayicilarin reaksiyona girmeyen kisimlari,  toksik yan etkilere yol
acabilmektedir. Bu ylizden medikal malzemelerin hazirlanmasinda kullanilan ¢apraz baglayici

tiirii ve miktar1 ¢cok biiyiik bir 6nem tagimaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, yara Ortii malzemesi olarak jelatin siingerlerin hazirlanmasi ve
bunlarin biyolojik ortamda arzu edilen siirede kalabilmesi i¢in gereken kosullarin
arastirilmasidir. Bu amagla degisik miktarlarda glutaraldehit, seker ve karbodiimid ile ¢apraz
baglanan jelatin siingerlerin c¢oziiniirliikleri arastirilmistir. Bu amagla siingerler tampon
cozeltilere daldirilmis, daha sonra bu ¢ozeltilerden bozunmus protein miktar1 tayin edilerek
ylizde degerlere ¢evrilmistir (Sekil 5-7). Kullanilan ¢apraz baglayict ¢esidine ve miktarina
bagl olarak jelatin slingerlerin yikim stireleri saat ile giin arasinda degismektedir (Tablo 4).
Capraz baglayici kullanilmayan siingerlerin (GS) yikim stireleri ¢ok daha kisa olmaktadir. Bu
stingerlerin yaris1 bir giin icinde yikilmakta, ve 3.5 giin i¢inde ise tamami ¢dziinmektedir.
Fruktoz igeren jelatin stingerlerin yikim siireleride oldukg¢a kisa olup, hemen hemen GS ile
ayn1 Ozellik gostermektedirler (Sekil 5). Bu tiir siingerlerin % 30 ‘u ilk 12 saat i¢inde

yikilmakta ve 4.5 giin icerisinde ise tamamen ¢ozlinmektedirler.

Literatiirde jelatin yapilarin biyoyikim stirelerinin, GA ile ¢apraz baglandigi zaman
uzadig1 gosterilmistir. GA ile ¢apraz baglanan jelatin siingerlerde elde edilen yikim grafikleri
Sekil 6 da gosterimistir. GS-GA1 oOrnekleri i¢in %50 yikim 18. giinde, %100 yikim ise 24.
giinde gozlenmistir. GS-GA2 ornekleri i¢in ise ayni yikim miktarlar1 22. ve 28. giinde
gozlenmistir. GA miktarinin 0.25 mmoldan 0.50 mmola ¢ikarilmasi tam yikim siirelerinin

artmasina yol agmustir.
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Sekil 6. GA igeren GS 6rneklerin biyoyikim grafikleri
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EDAC kullanilarak hazirlanan jelatin siingerlerde EDAC miktarina baglh olarak farkli
yikim siireleri gézlenmistir (Sekil 7). GS-EDAC, 6rnegi 4 giin igerisinde tamamen yikilmistir.
Bu sonug bize jelatin siingere katilan 0.026 mmol EDAC’in kovalent bir bag olusturmasi i¢in
yeterli olmadig1, uzun siireli bir stabilite saglamadigin1 gostermektedir. EDAC miktar1 arttikga
stingerlerin daha dayanikli oldugu ve yikim siirelerinin artirdigi goézlenmistir. GS-EDAC4
ornegi ve GS-EDAC6 6rnegi i¢in % 50 yikim sirasiyla 12. ve 21. giinlerde gozlenmis, % 100
yikim ise 19. ve 28. giinlerde olusmustur. Elde edilen verilerden anlasilacagi gibi, ¢apraz
baglayict kullanilmasiyla ve capraz baglayict miktarlarini ayarlayarak, jelatin siingerlerin
biyoyikim siirelerini kontrol etmek ve istenilen diizeye getirmek miimkiin olmaktadir.

Tiim 6rnekler i¢in %50 ve %100 yikim degerleri Tablo 4 de verilmistir.
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Sekil 7. EDAC igeren GS 6rneklerin biyoyikim grafikleri
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Tablo 4. Jelatin Siingerlerin Yikim Siireleri

Ornek Capraz baglayict | % 50 Yikim % 100 Yikim
(mmol) (giin) (giin)

GS - 1.2 3.5
GS-GA | 0.25 18 24
GS-GA; 0.50 22 28
GS-EDAC 0.026 1 4

GS-EDAC 4 0.26 12 19
GS-EDAC ¢ 1.3 21 28
GS-F 0.42 2.5 4.5

3.3 Sitotoksisite Testleri

Kimyasal olarak capraz bagli biyomalzemelerde; reaksiyona girmeyen capraz
baglayicilarin ve/veya diger molekiillerin matriks yikimi sirasinda yapidan sizmasi toksisiteye
neden olmaktadir. Bu c¢alismada, jelatin siingerlerin hazirlanmasinda kullanilan degisik ¢apraz
baglayicilarin fibroblast hiicreleri iizerine etkisi in vitro sistemlerde incelenmistir. Bu nedenle
capraz baglanmis jelatin siingerler hiicre ortamina konarak toksik etkileri incelenmistir. Bu
metod oldukca basit olmakla birlikte siinger yapidan ortama sizan kimyasallarin, hiicre ile
direk etkilesimlerinin incelenmesi ve toksisite degerlendirmelerinin yapilmasinda oldukca

yararlidir.

Jelatin siingerlerin sitotoksisite sonuclar1 Sekil 8 ve Tablo 5 verilmistir. GS-GSA1 harig
biitiin siingerler 48 saatlik inkiibasyon siiresince degisik Olclilerde toksik etki gdstermislerdir.
Kontrol grup i¢in jenerasyon sayist 1.9601 ve hiicre sayisinin iki katina ¢ikma zamani olan d
degeri 24.48 saat olarak hesaplanmistir. Hiicre morfolojileri Sekil.8-A da verilmistir. GS iceren
ortamda, n degeri 0.8775 olup bu deger kontrol grubu degerinden diisiiktiir. Bu beklenmeyen
sonug, GS’nin hizli yikimi1 nedeniyle ortamin viskositesinin artmasi ve besinlerin hiicrelere
difuzyonunun zorlagmasi, dolaysiyla canli hiicre sayisinin azalmasina neden oldugu seklinde

aciklanabilir. GS-F 6rnegi i¢inde, n degerinin ayn1 nedenlerle diisiik oldugu diisiiniilmektedir.
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Her iki Ornek icinde hesaplanan % oOliim degerlerine bakildiginda, bu orneklerde hiicre

Oliimiiniin, kontrol grubundan da fazla oldugu izlenmistir (Sekil.8B ve C).

GS-GAL igeren ortamda, jenerasyon sayisi, kontrol gruba ¢ok yakindir. Ayn1 zamanda
hiicre proliferasyonun ve morfolojilerininde normal oldugu goriilmiistiir (Sekil.8D). Sonug
olarak bu drnekteki GA miktarinin hiicre iizerine toksik bir etkisi olmadig1 sdylenebilir. Ancak
GA miktarinin 0.25 mmol den 0.50 mmol’a artmasi, GS-GSA3 6rnegindeki n degerlerinde
biiylik 6l¢iide azalmaya neden olmustur (Sekil.9E).

EDAC igeren siingerlerin hiicre iizerine etkisi Sek.8 (F-H) de verilmistir. GS-EDACI1
and GS-EDAC4 ornekleri i¢in ayni n ve % Oliim degerleri bulunmustur. GS-EDAC6 6rnegi
iceren ortamda % Oliim 91.8 dir. Ortamdaki hiicre sayis1 baglangicta ekilen hiicre sayisininda
altinda oldugu i¢in jenerasyon sayisi 0 olarak belirtilmistir. GS-EDAC6 6rnegi, hiicre kiiltiirii

izerine oldukca toksik etki gostermektedir.

EDAC c¢apraz baglayicinin, membran yapilarda kullanildiginda, ¢ok iyi yikama ile
temizlendiginde, hiicre lizerine olumsuz bir etki gostermedigi daha Onceki c¢alismalarda
belirtilmistir [S3]. Ancak bu ¢alismada EDAC ile hazirlanan 6rnekler siinger yapida oldugu ve
yikama sirasinda bu yap1 bozuldugu i¢in yikama islemi yapilmamistir. Ve bunun sonucu olarak
iire tlirevlerinin yapida kalarak toksisitiye neden oldugu diistiniilmektedir. Diger taraftan GS-
GA1 ve GS-EDAC4 orneklerinde esit miktarda ¢apraz baglayici olmasina ragmen canli hiicre
sayist ve morfolojileri GS-GA1 6rneginde daha iyi oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni GA nin
EDAC tan daha reaktif olmasi ve tamamen yapida yer alarak ¢apraz bag olusturmasidir. EDAC
ise siinger yapilarda iire tiirevi olarak kalmakta ve hiicre kiiltiir ortaminda ise slinger yapidan

sizarak toksisitiye neden olabilmektedir.

Bu nedenlerden dolay1 eger jelatin malzeme hazirlanmasi sirasinda yikama islemi
yapilamayacaksa, ¢apraz baglayici olarak GA nin daha uygun oldugu diisiiniilmektedir. Ozetle,
jelatin silingerlerin toksisitelerinin ¢apraz baglayicilarin miktarina, ¢esidine ve ¢apraz baglama

prosesine bagli oldugu goézlemlenmistir.
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Tablo 5. Sitotoksisite Test Sonuglari

Ornek Capraz baglayici n d Oliim
(mmol) (saat) (%)
Kontrol - 1.9601 24.48 -
GS - 0.8775 54.70 52.7
GS-GA1 0.25 1.9764 24.29 0
GS-GA3 0.50 0.2740 175.18 68.8
GS-EDACI 0.026 0.5462 87.88 62.4
GS-EDACA4 0.26 0.5462 87.88 62.4
GS-EDAC6 1.30 0 - 91.8
GS-F 0.42 0.7395 64.91 57.0
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Sekil 8. Hiicrelerin Mikroskop altinda goriiniimleri (A) Kontrol, (B) GS, (C) GS-F, (D)
GS-GAL, (E) GS-GA3, (F) GS-EDACI, (G) GS-EDAC4, (H) GS-EDAC6
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3.4. In-vivo Uygulama Sonuclari
3.4.1.Makroskopik gozlemler

Tavsanlarin sirt bolgesine agilan tim deri defektlerine, hazirlanan yara Ortiileri
uygulanmis ve belli araliklarla, yara bolgesi, yara alanindaki degisiklikler ve enfeksiyon
olasilig1 incelenmistir. Bir hafta sonraki gozlemler: 1 numarali lezyonda yara merkezi siyaha
yakin depresiv hemorajik bir kuruta sahiptir. 2.lezyon ise 1.numarali lezyona benzemekte olup
daha az yara derinligine sahip oldugu gozlenmistir. 3. ve 4. yani GS-GA1-EGF ortiilii
lezyonlar ise ¢ok ince bir hemorajik kruta sahip olmakla birlikte yara bolgesi vaskularize
olmus ve deri defekti gdzlenmemistir. On giin sonraki gozlemler: 1. ve 2. lezyonlar halen
kalin hemorajik kruta sahip olmakla birlikte yara alanlari heniliz kapanmamistir. 3 ve 4.
Lezyonlarda ise yara defekti kapanmis ve yara alani azalmistir. Yara bolgesi etrafinda ise

vaskularizasyonun arttig1 gézlenmistir.

3.4.2. Histolojik Bulgular

Yara oOrtiilerinin uygulanmasindan bir hafta sonra, kontrol grubunda yara bolgesindeki
dokunun olusmadigir (Sekil.9), biiytime faktorlii yara ortiisii (GS-GA1-EGF) uygulanan
bolgenin daha iyi organize olmus graniilasyon dokusu ile doldugu gozlemlenmistir (Sekil.10).
On giin sonraki sonuglar, kontrol grubunda yara yiizeyinin ince bir dermis ile kaplandigim
(Sekil.11), biiyiime faktorlii yara ortiisii uygulanan bolgenin epidermis olusumunun diizgiin bir
sekilde tamamlandigini (Sekil.12) gostermektedir. EGF igeren yara ortiileri, yara iyilesmesinde
hem makroskopik hem de histolojik olarak biiylik bir gelisme gostermistir. Yaralar bir haftada
doku gelisimi ile kapanmis ve on giin sonunda ¢ok olumlu iyilesme gézlemlenmistir.

Bu c¢alisma sonucunda, hazirlanmis siinger sistemlerin biyouyumlu oldugu
bulunmustur. Herhangi bir safthada, mononuclear hiicre infiltrasyonu veya yabanci cisim
reaksiyonuna rastlanmamustir. Yara Ortiilerinin etkisi yaklasik olarak iki hafta sonra
belirginlesmistir. GS-GA1-EGF uygulanmis lezyonlarda, yara boslugu, normal dermise benzer
yapidaki bir dermis tabakasiyla dolmustur. Yara alaninda yeni olugsmus dermisin niteligi EGF
varligina baglanmaktadir. Sonug olarak, EGF igeren siinger sistemler, yara iyilesmesinde ¢ok

belirgin olumlu etki gostermistir.
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Sekil 9. Operasyondan bir hafta sonra kontrol grubu (#1). Olusumu tamamlanmamis

granulasyon dokusu (*) ve genislemis kan damarlar1 gézlenmistir. M Trichrome x 4

Sekil 10. Operasyondan bir hafta sonra GS-GA1-EGF grubu. Yara bolgesi daha iyi organize

olmus granulasyon dokusu ile dolmustur. Kollajen fibriller (Co) kendi karakteristik yapilar

dogrultusunda organize olmuslardir. C; crute, M Trichrome x 4
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Sekil 11. Operasyondan on giin sonra kontrol grubu. Yara yiizeyi ince bir dermis E) tabakasi

ile kaplanmistir. Dermiste (D) ince kollojen fibriller (ok) gbézlenmistir. HEx4

Sekil 12. Operasyondan on giin sonra GS-GAI1-EGF grubu. Epidermis (E) olusumu

tamamlanmigtir. Dermisin (D) yapisinda olgunlagmis kollajen fibriller (Co) gézlenmistir. Yara

bolgesi tamamen iyilesmistir. M Trichrome x 4
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4. SONUC

Bu ¢alismada degisik ¢apraz baglayicilar kullanilarak jelatin yara ortiileri hazirlanmis
ve ¢apraz baglayicilarin hiicre iizerine etkileri, hiicre kiiltiir deneyleri ile arastirilmistir. Stinger
formundaki jelatin yapilarin hazirlanmasinda, yogun yikama ve saflagtirma islemlerinin
yapilamadigi durumlarda, ve esit miktarlarda kullanildigi zaman, glutaraldehitin
karbodiimitten daha uygun bir ¢apraz baglayict oldugu, hiicre kiiltiir deneyleri ile, hiicre

morfolojisi ve hiicre sayilarindaki artig oranlari ile gosterilmistir.

Tavsanlarda yaratilan yaralar iizerinde yapilan in vivo uygulamalar1 ve alinan doku
ornekleri iizerinde yapilan histolojik arastirmalar, bu materyallerin tamamen biyouyumlu
olduklarin1 gostermistir. Mononiiclear hiicre infiltrasyonu veya yabanci cisim reaksiyonu
gozlenlenmemistir. Boylece, jelatin yara Ortiilerinin giivenilirligi, in vivo deneyleriyle
kanitlanmistir. Jelatin yara Ortiilerinin diger 6zellikleri agagidaki gibidir: hazirlanmasi kolaydir,
dokuyla direkt etkilesim igerisinde olan parcalardan higbirisi toksik degildir, viiciit sivisin
emme kapasitesi yiiksektir, makromolekiillerin salim hizi kontrol edilebilir derecededir,
biyolojik yikimli oldugundan uygulamada aci olusturmamaktadir, yaray1 dis fiziksel etkilere,
mikrobiyel enfeksiyona karsi korumaktadir. Ayrica, makroskopik olarak gozlemlendigi gibi,
yara iyilesme hizint olumlu yonde etkilemektedir. Yeni olusan dermis tabakasinin niteligi
hemen hemen normal deri kadar iyidir. Siinger yapilara eklenen biiylime faktorleri yara
iyilesmesinde ¢ok olumlu etkilere sahiptir. Bu ¢aligmada tek tip biiylime faktorii, EGF,
kullanilmustir. lyilesmeyi tam anlamiyla ilerletmek igin uygulanan EGF miktar1 ¢ok iyi
ayarlanmalidir. Ayrica, tek tip biiyiime faktorii yerine, biliylime faktorlerinin bir karigimi

uygulanabilirse, daha diizgiin ve daha hizli iyilesme gozlemlemek de miimkiin plabilir.
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