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Dogal Katkih Aljinat Bazh Hidrojellerin Akne Kaynakh Bakterilere Karsi EtKkinliginin
Incelenmesi

Investigation of the Efficacy of Natural Additive Alginate-Based Hydrogels against Acne-Causing Bacteria
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Hidrojel bazli cilt koruyucu Ortiiler yaray1
cevreleyerek nemli bir ortam saglamalari, emici
ozelliklerinin  bulunmasi ve iyilesme siirecini
hizlandirmalar1 agisindan ciltte mevcut bir problemin
onarimi ve tedavisi i¢in siklikla tercih edilmektedir.
Hidrojellerin dogal iiriin ekstraktlari ile kombinasyonu
mevcut biyolojik aktivitelerini arttirict  6zellik
tagimakla kalmayip antimikrobiyal ilaglara kars1 direng
gelisiminin ~ Oniine  gegmek, tedavinin siirecini
kisaltmak ve tedavi masraflarini azaltmak agisindan
biliyilk 6nem tagimaktadir. Bu calismada aljinat-agar
kompleksi ile elde edilen hidrojellerin, Aloe vera,
Plantago lanceolata (damar otu) ve propolis
ekstraktlar1 ile kombine edilerek akne tedavisinde etkili
olma potansiyelleri in vitro olarak arastirtlmigtir. Elde
edilen bulgular dogrultusunda dogal igerikli bu
ekstraktlarin hepsinin test edilen bakteriler iizerinde
inhibisyon zonu olusturdugu, gram negatif bakterilerde
en etkili ekstraktin Aloe vera ve %30 etanol igerikli
damar otu oldugu, gram pozitif bakterilerde ise Aloe
vera jel ekstraktinin daha fazla inhibisyon zonu
olusturdugu tespit edilmistir. Ekstrakt igeren tiim
hidrojellerin ise bakteri iceren ortamlarda genis
inhibisyon  bolgeleri  olusturdugu  goriilmiistiir.
Hidrojellerin ~ biyouyumlulugu WST-1 testi ile
arastiritlmis ve herhangi bir toksisite gdzlenmemistir.
Sonug olarak elde edilen dogal igerikli hidrojellerin
akne ve sivilce gibi infeksiyoz cilt problemlerinin
tedavisinde etkili birer terapotik ajan olabilecekleri
ongoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hidrojel, Aloe vera, Plantago
lanceolata, Propolis, Akne

ABSTRACT

Hydrogel-based skin protective dressings are
frequently preferred for the repair and treatment of an
existing problem in the skin, as they provide a moist
environment by surrounding the wound, have
absorbent properties and accelerate the healing process.
The combination of hydrogels with natural product
extracts not only increases the existing biological
activities, but also it is of great importance in terms of
preventing the development of resistance against
antimicrobial drugs, shortening the treatment period
and reducing the treatment costs. In this study,
hydrogels obtained with alginate-agar complex were
combined with Aloe vera, Plantago lanceolata and
propolis extracts and their potential of effective in acne
treatment was investigated by in vitro tests. In line with
the findings, it was determined that all of these extracts
with natural content formed an inhibition zone on the
tested bacteria. The most effective extract was Aloe
vera and 30% ethanol content of P. lanceolata in gram-
negative bacteria, and Aloe vera gel extract formed
more inhibition zones in gram-positive bacteria. It was
observed that all hydrogels containing the extract
formed large inhibition zones in media containing
bacteria. The biocompatibility of the hydrogels was
investigated by the WST-1 test and no toxicity was
observed. As a conclusion, it is predicted that the
obtained natural hydrogels can be effective therapeutic
agents in the treatment of acne and maybe infectious
skin problems.

Keywords: Hydrogel, Aloe vera, Plantago lanceolata,
Propolis, Acne
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GIRIS

Son yillarda Geleneksel ve Tamamlayici
Tip Uygulamalarindaki yeni yaklasimlar
birgok sektdorde yeni dogal iirlinlerin
gelistirilmesine neden olmustur. Cesitli ar1
tiriinlerinden (bal, propolis gibi) veya tibbi
bitkilerden farkli formlarda bir¢ok dogal iiriin
elde edilmektedir. Ozellikle bitkisel kaynakli
dogal iirtinlerin ¢esitli cilt problemlerinde
tibbi ve kozmetik amagla kullanimi giderek
artmaktadir. Bunun en temel nedeni sentetik
triinlerin  olumsuz yan etkilerine karsi
toplumda olusan farkindaliktir.® 2 Ciinkii
bitkisel iriinler diisiik toksisiteye sahip
tiriinlerdir. Bununla birlikte tibbi bitkilerin
antioksidan, antimikrobiyal, anti inflamatuar,
giines koruyucu, yara iyilestirici gibi pek ¢ok
biyolojik aktiviteye sahip oldugu da yapilan
calismalarla gosterilmistir.> # T1bbi bitkiler bu
aktivitelerini sahip olduklar1 etken maddeler
sayesinde gostermektedir. Ornegin Plantago
lanceolata igerdigi biyoaktif bilesenlerden
dolay1 antibakteriyel, antioksidan, diiiretik,
anti-inflamatuar, hepatoprotektif gibi
farmakolojik ozelliklere sahip tibbi bitki
grubundadir.® Ayrica cilt hastaliklar1 igin
topikal olarak kullanilmaktadir.® Aloe vera
biyolojik aktivitesinin iki ana kaynagi olan
polisakkaritler ve glikoproteinler dahil olmak
tizere bircok dogal molekiil ihtiva
etmektedir.” 8 Aleo vera’nin yara iyilestirici
etkisi de literatiirde oldukca yaygindir.®
Ayrica ihtiva ettii  Onemli  biyoaktif
bilesiklerden dolay1 yara iyilesmesinde rol
oynamasinin yani sira bakteri iiremesini
engellemesi ve makrofaj aktivitesini uyardigi
bildirilmistir.’

Tibbi bitkilerin yan1 sira siklikla dogal
triinlerde karsimiza ¢ikan diger iriinler ar
tirtinleridir ve propolis ar1 {irlinleri arasinda
antimikrobiyal etkinligi en fazla bilinen dogal
bir iiriindiir.}° Boyle etkin dogal iiriinlerden
elde edilen ¢esitli preparatlarin  dermal
sorunlarda, enfekte yaralarda ve akne
tedavisinde kullanimi, vicutta metabolize
olmadan direk olarak problemle temas etmesi
ve sahip olduklar1 biyolojik aktiviteleri
sebebiyle avantaj saglamaktadir. Diger
yandan giiniimiizde bir¢cok ajan, topikal ve
sistemik olarak akne tedavisinde

kullanilmaktadir; ancak kolaylikla
uygulanabilen daha etkili {riin arayisi
siirmektedir. Bu sebeple akne tedavisinde
dogal ve bitkisel iiriinler daha fazla dikkat
cekmektedir.!t

Akne, karmasik bir patogenezi olan ve her
yas grubunda ortaya ¢ikabilen kozmopolit
dermal bir sorundur. Mevcut floranin
disbiyozisi, Propionibacterium  acnes,
Staphylococcus aureus, S. epidermidis gibi
baz1 bakterilerle iligkili enflamasyon, artmis
sebasoz aktivite ve folikiillerin ttkanmasi akne
lezyonlarin olusumuna katk saglamaktadir.'?
Bu sebeple antimikrobiyal etkiye sahip dogal
icerikli ortiilerin akne ve sivilce tedavisinde
etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ciltte, akne ve benzeri bir problemi tedavi
edici, onarict veya cildi koruyucu ortiilerin
basinda hidrojel temelli iiriinler gelmektedir.'®
Hidrojeller, fazla miktarda su alarak sisebilen
bilinyesinde biyolojik siviy1 hapsedebilen, ii¢
boyutlu yapiya sahip, diisiik oranda g¢apraz
bagli ve dolayisiyla suda ¢oziinmeyen
polimerik aglardir.**** Kontrollii ilag dagitim
sistemleri, kontakt lensler, kozmetik,
farmasotik uygulamalar, hijyen {riinleri,
implantlar, biyosensér membranlari, doku
miihendisligi  {rlinleri ve yara Ortiileri
hidrojellerin biyomedikal alana ydnelik en
¢ok bilinen uygulamalaridir.®**®  Doku
mihendisliginde, gida enkapsiilasyonlarinda,
kontrollii ilag salinimi saglayan sistemlerde
(trans dermal terapotik sistem) ve kozmetik
triinlerde  de  kullanmilan  hidrojeller,
biyouyumlu ve giivenli oldugundan tercih
sebebi olmaktadir. Clinkii hidrojel maskeleri
genellikle sogutma ve yatigtirict etkileri olan
dogal polimerlerden elde edilmektedir.!’
Kitosan, hyaliironik asit, poli(etilen glikol)
(PEG), polivinil pirolidon (PVP),
karboksimetil selilloz (CMC) ve aljinat
biyolojik acidan siklikla tercih edilen
hidrojellerdir.t3

Uzun yillardan beri gida alaninda siklikla
kullanilan hidrojellerden biri olan aljinatlarin
son yillarda biyomedikal alanda da
kullanimlar1 yaygin hale gelmistir. Sahip
olduklar1 biyouyumluluk ve biyodegredasyon
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yetenegi ile birlikte yara sivisim1 absorbe
ederek nemli bir ortamda kuru bir yara igerigi
sunan  aljinat  hidrojeller,  bakteriyel
enfeksiyonlart minimum diizeye
indirgemeleri ve hizli iyilesmeyi tesvik
etmeleri acisindan yara Ortiisii  olarak
kullanilma potansiyeline sahiptirler.*® Ciinkii
hassas ciltlerde kullanim1 uygun olmaktadir.
Elde edildigi maddelere gore hidrojel
maskeler akne ve sivilce tedavisinde, cilt tonu

esitsizliginin giderilmesinde, cildin yagdan
armdirilmasinda etkili olmaktadir.r’

Tim bu bilgiler 15181 altinda bu ¢alismada
antimikrobiyal etkiye sahip dogal igerikli
hidrojellerin elde edilmesi ve cilt sagliginda
olumlu etkileri olan Aleo vera, Plantago
lanceolata, ve propolisli kombinasyonlar
olusturularak akne tedavisinde etkili olma
potansiyelinin  in  vitro  arastirilmasi
amaglanmustir.

MATERYAL VE METOT

Tibbi Bitkiler ve Propolis

Calismada kullanilan Aloe vera, Plantago
lanceolata (damar otu) ve ham propolis Diizce
Universitesi Geleneksel ve Tamamlayici Tip
Uygulama ve Arastirma Merkezinden
(DUGETAM) temin edilmistir.

Test Suslari

Calismada ekstraktlarin  antimikrobiyal
etkinligini belirlemek iizere Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC
25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883
referans suslar ve DUGETAM Kkiiltiir
koleksiyonundan saglanan onceki
caligmalarda akne irinlerinden izole edilerek
tamimlanmig S. epidermidis, S. aureus, S.
warneri, Acinetobacter Iwoffii izolatlar
kullanilmistir.

Ekstraksiyon

50 gr ham propolis tartilarak %96’lik 500
ml etanol igerisinde 48 saat boyunca oda
sicakliginda karanlik bir ortamda 50°C’ de
600 rpm’de calkalanmis ve filtre edilmistir.
Filtrasyon islemi sonrast evaporasyon ile
alkol ugurularak %30 PEG 400-su (polietilen
glikol) ile ¢oziilmiistiir.

Blenderden  gecirilen  damar  otu
bitkisinden 5 g alinarak 50 ml %10 ve %30
etanol iceren siselere konulmus ve her iki
numune karanlik bir ortamda 12 saat boyunca
50°C’ de 600 rpm’de calkalanmistir. Daha
sonrasinda 12 saat boyunca oda sicakliginda
ve karanlik bir ortamda bekletilmistir.
Ardindan siiziilerek tiiplere alinmig ve

santrifiij edilmistir. Aloe vera jel eldesi i¢in
yapraklar steril bir bistiiri ucu ile kesilerek
icerisindeki jel tiiplere alinmistir. Daha sonra
icerisinde %90 Aloe vera olacak sekilde
%10’luk etanol ile karistirilarak
vortekslenmistir. Tiim ekstraktlar gozenek
boyutu 0.45 pm olan filtreden gecirilmistir.

Ekstraktlarin Antimikrobiyal
Etkinliklerinin Belirlenmesi

Elde edilen ekstraktlar jellerin igerisine
eklenmeden once etki yoniinden
degerlendirilmistir. Numunelerin
antimikrobiyal etkinlikleri disk diflizyon
yonteminden yararlanilarak belirlenmistir.'®
Bir giin 6nceden TSA (Tryptic soy agar,
Merck) besiyerinde hazirlanmis kiiltiirlerden
1-1,5x108 CFU konsantrasyonunda steril
fizyolojik  serumda  (McFarland  0,5)
hazirlanarak MHA (Mueller Hinton agar,
Merck) tizerine 100 pl yayilarak ekilmistir.
Test numuneleri bos disklere (Bioanalyase,
blank disc, 6mm) emdirilmis ve test petrileri
37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Pozitif
kontrol olarak Gentamisin (Bioanalyse, CN
10ug disc), Streptomisin (Bioanalyse, S 10ug
disc) kullanilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasi
inhibisyon zon ¢aplar1 dl¢iilmiistiir. Deneyler
ti¢ tekrarli olarak ¢alisilmustir.

Hidrojellerin Eldesi

Calismada %1 oraninda sodyum aljinat
(Merck), %1,5 oraninda agar (VWR
Chemicals) ve %20 oraninda ekstrakt icerecek
sekilde 4 farkli jel hazirlanmistir. Jeller her bir
maddenin igerige uygun olarak tartilmasi ve
su ile kanstirilmasiyla olusturulmustur.
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Sterilizasyon i¢in otoklav kullanilmistir.
Ekstraktlarin igerdigi fenolik bilesenlerin
bozulmamasi i¢in ekstraktlar otoklav sonrasi
henliz sivi formda olan jel igerigine
karistirtlmis ve sonrasinda 60x15 mm’lik
petrilere  (Isolab)  dokiilmiistir.  Oda
sicakliginda 15-20 dk bekletilip jel formunu
aldiktan sonra +4°C’de steril olarak saklanmig
ve ters mikroskopla (LEICA) jel yapist
goriintiilenmistir.

Hidrojel Kararhhigin Degerlendirilmesi

Jel ortiilerin suya karsi mukavemetini
6lemek i¢in 2x2 mm Ol¢iisiinde kesilen jeller
Iml’lik saf su igerisine koyulmus ve oda
sicakliginda 48 saat bekletilerek gozlenmistir.
Jellerin boyutu ve agirligi 0. ve 48. saat zaman
dilimlerinde 6l¢iilerek karsilastirilmastir.

Hidrojellerin Sisme Denge Degerinin
Olgiilmesi
Hidrojel numunelerinden 1x1 mm

boyutlarinda kesitler alinarak neminden
tamamen uzaklastirllmak i¢in kurutma
etliiviinde 37°C’de kurumaya birakilmais, islem
sonrast kuru jel tarttmi (Wdl) yapilmistir.
Tarttim1 yapilan numuneler 24 ml distile su
igerisine birakilmigtir. Devaminda sisme
denge degerine ulasana kadar 1., 2. ve 24.
saatlerde olmak iizere 3 farkli zaman
araliginda distile su igerisinden ¢ikarilip fazla
sular1 stiziilerek sismis tartimi1 (Ws) alinmistir.
Hidrojellerin kiitlece sisme denge degeri (S)
Denklem 1 ile hesaplanmustir.

S=Ws-Wd1/Wdl (Denklem 1)

Hidrojellerde Antimikrobiyal Etkinliginin
Incelenmesi

Ekstraktlarin antimikrobiyal etkisi
arastirilmis ve sonrasinda jellere eklenmistir.
Ekstrakt igeren jellerin  antimikrobiyal
etkinligine ayrica bakilmistir. Bakteriler
tizerinde inhibisyon zonu olusturdugu bilinen

dogal ekstrakt katkil1 aljinat bazl1 hidrojellerin
antimikrobiyal etkinligi yine ayn1 sekilde disk
diflizyon  yontemine  benzer  sekilde
arastirilmistir.?’. Buna gore 1-1,5x10% CFU
konsantrasyonundaki bakteri stok c¢ozeltisi
MHA besiyeri lizerine yayilmis ve hidrojel
numuneleri besi ortamiyla temas edecek
sekilde plak {izerine birakilarak 37°C’de 24
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda inhibisyon bolgelerinin  varlig
gozlenmistir.

Hiicre Kiiltiirii ve WST-1 Hiicre Canlilik
Testi

Hazirlanan jellerden agirlik¢a %4 oraninda
kesit alinarak havanda ezilmistir.?! Parcalama
islemi sonrasinda 1 mI’lik %1 DMSO (Sigma)
icerisinde 15 dk boyunca vortekslenerek 24
saat boyunca 37°C’de bekletilmistir. Ertesi
giin tekrar oda sicakliginda 10 dakika
vortekslenerek 0,45  pm’lik  filtreden
gecirilmistir. Ede edilen sivi preparatlar
sitotoksisite  testi  i¢in  kullanilmistir.
Numunelerin toksisitesi saglikli canli hiicre
hatt1 olan 1929 fare fibroblast hiicrelerinde
denenmistir. Hiicre hatt1 kiiltiiriinde %10 FBS
(fetal Bovine Serum, Sigma) iceren DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma)
besiyeri kullanilmistir. Uriiniin toksisitesini
belirlemek i¢in WST-1 kiti (Takara, Japan)
hiicre proliferasyon test protokolii
uygulanmistir. Her kuyucuga test numuneleri
ve 5x10* oraninda hiicre birakilarak 24 saat,
37°C, %5 CO: kosullarinda inkiibasyona tabi
tutulmus, inkiibasyon sonrasi mikroplakanin
her kuyucuguna 10 pl WST soliisyonu
eklenerek 1 saat boyunca aymi sartlarda
inkiibe edilmistir. Sonrasinda Elisa Reader
(Biotek 800, USA) kullanilarak o6l¢timler
gerceklestirilmistir. Hiicre canliligini %50 ve
asagisina diisliren konsantrasyonlar toksik
olarak kabul edilmistir. Deney sonuglari,
hicbir {irtin verilmeyen saglikli hiicreler
(kontrol grubu) %100 canli hiicre kabul
edilerek degerlendirilmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Ekstraktlarin Antimikrobiyal Etkisi

Hidrojel igerisine eklenmek {izere 4 farkl
ekstrakt elde  edilmigtir.  Ekstraktlarin
antimikrobiyal etkinligi belirlendikten sonra
hidrojel icerisine eklenmistir. Ekstraktlarin
her birinin her bir bakteri ilizerinde disk
diftizyon metodu kullanilarak olusturdugu
inhibisyon bolgeleri hesaplanmis ve sonuglar
standart sapma degerleriyle birlikte (£SD)
verilmistir (Tablo 1). Tiim bu sonuclara gore
ekstraktlarin her birinin test edilen bakteriler
lizerinde inhibisyon zonu olusturdugu ve
gram negatif bakterilerde en etkili ekstraktin
Aloe vera ve Damar otu-2 (%30 etanol)
oldugu gorilmistiir (Sekil 1). Gram pozitif
bakterilerde ise Aloe vera’nin ve ekstraksiyon
yonteminin daha fazla inhibisyon zonu
olusturdugu goriilmiistiir. Bitkilerin igerdigi
fenolik bilesenlerin ortaya ¢ikarilmasi igin en
iyi ¢oziiciilerden birisi etanoldiir.?? Bu sebeple
damar otu bitkisinin iki farkli etanol
konsantrasyonunda ekstraksiyonu
gerceklestirilmistir ve sonu¢ olarak %30
etanol ile elde edilen ekstraktin tim
bakterilerde daha etkili oldugu goriilmustiir.
Bu etkinin alkol oranindan kaynaklanip
kaynaklanmadig1 ise negatif kontrol olarak
¢Oziiclilerin direkt olarak bakteriler iizerinde
denenmesiyle dogrulanmistir. Bitkisel
molekiill icermeyen %10 ve %30’luk
etanollerin disk difiizyon testi sonrasinda bir
inhibisyon bolgesi olusturmadig:
gorilmiistiir.

Bilindigi {izere cildin normal florasinda
bulunan Staphylococcus spp. tiirii bakteriler
akne, sivilce ve yara gibi durumlarda firsatci
patojen olarak fazlaca ¢ogalmaktadir. Ayrica
Staphylococcus  spp. tiirlerinde  siklikla
antimikrobiyal ajan direncinin rapor edilmesi
basit enfekte lezyonlar da bile tedavinin
c¢ikmaza girmesine neden olabilmektedir.
Aknenin tedavisi sabir gerektiren uzun bir
siiretir. Ozellikle tedavide topikal uygulanan
antimikrobiyal ilaca karsi direng gelisimi
tedavinin siiresinin uzamasina ve tedavi
masraflarinin artmasina neden
olabilmektedir.?® Coklu ilag direnci (MDR)
gosteren bakterilerin neden oldugu enfeksiyoz

durumlar bilim insanlarin alternatif tedavi ve
terapotik  ajan  arayisina  itmektedir.
Dolayisiyla bakteriyel enfeksiyonlara karsi
korunma ya da tedavide ulasimi kolay, yan
etkisi olmayan dogal iiriinlere gereksinim
oldukga artis gostermistir.’® Bu hususta dogal
iriinlerin tedavide etkili olabilme
potansiyelleri ve tibbi bitkilerin profilaktik
¢Ozlimleri arastirma konusu olmaktadir.
Cesitli tibbi bitkilerden oziitlenmis iirtinlere
siklikla rastlanmakta ve “Fitoterapi” olarak
karsimiza cikmaktadir.’*?® Bu calismada P.
lanceolata ve Aloe vera tibbi bitkileri
kullanilmistir. Halk arasinda damar otu olarak
bilinen P. lanceolata’nin birgok iilkede ¢esitli
saglik sorunlarinda ve 6zellikle sivilce ve abse
gibi cilt sorunlarinda kullanildig1
bilinmektedir.?’ Calismada kullanilan Aloe
vera bitkisi de ayni sekilde egzamadan, yara,
yanik tedavilerine kadar genis bir yelpazede
cilt problemlerinde siklikla kullanilan 6nemli
bir tibbi bitkidir.?® Yapilan c¢alismalarda son
yillarda antimikrobiyal etkisi ile one c¢ikan
diger bir dogal {iriin ise propolistir. Propolis
saglik i¢in faydali oldugu diisiiniilen 6nemli
bir an irliniidiir. Cok ¢esitli farmasotik
ozelliklere ve biyolojik aktivitelere sahip
zengin fenol icerigine sahiptir.X® Propolisin
antibakteriyel etkinliginin arastinnldigi bir
calismada propolis enkapsiile edilmis aljinat
bazli  nanopartikiillerin  ¢esitli  zararh
bakterilere kars1 saf propolise  veya
antibiyotige (Klindamisin) gore daha biiyiik
bir antimikrobiyal aktivite sergiledigi ortaya
koyulmustur.?® Igerisine propolis entegre
edilmis sodyum aljinat iskelelerinin ¢alisildig1
bir bagka calismada ise bu iskelelerin E. coli
ve S. aureus bakterilerine kars1 antimikrobiyal
aktiviteleri incelenmis, ilaveten insan dermal
fibroblast hiicrelerine kars1 sitotoksisitesi
aragtirilmis ve nontoksik yapiya sahip oldugu
belirlenen 3D basilmis bu sodyum aljinat
iskelelerinin yara Ortiisii uygulamalar1 igin
kullanilabilecegi rapor edilmistir.>

Dolayisiyla bu ¢aligmada halihazirda dogal
biyopolimer olan aljinat  hidrojellerin
antimikrobiyal etkinliginin dogal ekstrakt
ilaveleri ile arttirilarak akne tedavisi i¢in etkili
olabilecegi diisliniilmiistiir. Bazi1 referans
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suslar ve Kkiiltiir koleksiyonundan saglanan
sivilce kaynakli klinik izolatlara karsi bu
ekstraktlarin etkin olmasi umut vaadedici

patojenlerden K. pneumoniae ve E. coli suslari
da calismaya dahil edilmistir. Sonu¢ olarak
ekstraktlarin  test edilen tiim Dbakteriler

olarak degerlendirilmistir. Calismada lizerinde inhibisyon zonu olusturdugu

ekstraktlarin etki spektrumunun gOriilmiistiir.

degerlendirilmesi i¢in dnemli gram negatif

Tablo 1. Ekstraktlarin Antimikrobiyal Etkileri
Bakteri Adi Aloe vera  Damar otu-1  Damar otu-2 Propolis S CN

10pg 10pg
Zon Capi1 mm (£SD)

E. coli 30+3,51 20+0,57 25+1,52 25+1,52 20+0 25+0
K. pneumoniae 2542 20+1 25+1,52 2542 20+0 2240,57
S. aureus 30+1 15+0,57 2243,60 14+3,51 20+0 25+0
S.epidermidis 36+3,51 12+0,57 27+1,52 15+4,04 20+0 2540
S.epidermidis 30+3,51 25+3,51 32+1,52 25+0 30+0
S. aureus 32+1,52 24+4 50 27+1,52 3040 3540
S. warneri 29+3,60 2241,52 30+3,51 19+3,51 30+0 35+0
A. lwoffii 30+0,57 23+1,52 26+1,52 17+4,50 27+0,57 30+0

S: Streptomisin, CN: Gentamisin, SD:Standart Hata

Sekil 1. Antimikrobiyal Etkinlik Testleri: A-B: Ekstraktlarin ntiiobiyal etkisi i¢in yapilan disk diflizyon testi,
1: Aloe vera, 2:Damar otu-1, 3: Damar otu-2, 4: Propolis, C-D: Ekstrakt igeren hidrojellerin yayma plak tizerindeki
inhibisyon testi, C: propolis igeren jel, D: Damar otu-2 igeren jel

Hidrojel Yapilarin Degerlendirilmesi

Hidrojel igerisine eklenmek {izere 4 farkl
ekstrakt ve bu ekstraktlarin her birinden ayr1
ayr1 4 farkli hidrojel elde edilmistir. Aljinatlar,
sentez yontemleri ve igerigi itibariyle

farklilagarak jel film yapilara kolaylikla
doniismektedir. Bu sebeple hidrojel eldesinde
siklikla  kullanilmaktadir.®® Hidrojel iiretim
siirecinde kullanilan malzemeler hem dogal
hem de sentetik olabilirken bunun yani sira
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dogal karigimlar i¢eren hibrit hidrojeller de
bulunmaktadir. Bu dogal polimerler dogal
kaynaklardan elde edilmektedir. Ornegin
cesitli polisakkaritler (6rn., agaroz, aljinat,
karagenan, Kkitosan), glikozaminoglikanlar
(heparin, hyaluronik asit, keratan), tibbi
bitkiler, bakteri kiiltiirleri veya hayvansal
kaynakli polipeptitler ve proteinler (6rnegin
kolajen, fibrin, jelatin, ipek) siklikla hidrojel
sentezinde kullanilmaktadir.®?> Bu ¢alismada
aljinat-agar kompleksi ile hidrojeller elde
edilmis ve biyolojik aktivitenin arttirilmasi
icin igerisine dogal iirlin ekstraktlar
eklenmistir.

Gravimetrik analizler sonucu elde edilen
verilere gore farkli ekstraktlarla hazirlanmig
hidrojellerin su absorblama kabiliyetlerinin
ekstrakt ilavesi ile yiiksek oranda farklilik
gostermedigi, aljinat ile yapilan calismalara
kiyasla agar ilavesinin sisme denge degerine
%1 ila %3 civarinda arttirici etkisinin oldugu
degerlendirilmistir  (Tablo 2).  Jellerin
dayanikliligini ve suya karst mukavemetini
6lemek i¢in 2x2 mm Olg¢iisiinde kesilen jeller
Iml’lik saf su igerisine koyulmus ve oda
sicakliginda 1ki giin bekletilmistir. Sonug
olarak jel yapisinin bozulmadig igerisindeki
ekstraktin ise suda ¢Oziindiigli goriilmistiir.
Bu durum olumlu olarak degerlendirilmistir.
Ciinkii antimikrobiyal etki gosteren bitkisel
icerigin deriye diflize olmas1 gerekmektedir.
Diflizyonun varligi hidrojellerin
antimikrobiyal  etkinliginin  belirlenmesi
sirasinda da dogrulanmistir. Gergeklestirilen

Tablo 2. Sisme Denge Degerleri

bu ¢alismada hidrojeller bakteri iceren ortama
birakilmis ve jellerin antimikrobiyal ajan
saldig1, yayma plaklarda bakteriler {izerinde
inhibisyon bolgeleri olusturdugu goriilmiistiir
(Sekil 1C ve 1D). Bu inhibisyon bolgelerinin
ekstraktlar icin yapilan disk diflizyon
testinden daha biiylik oldugu goriilmiustiir.
Bunun nedeni olarak ortama birakilan madde
miktariin ikinci deneyde daha fazla olmasi
ve aljinatin kendi antimikrobiyal etkisinin
ekstraktlarla kombine etki yaratmasindan
kaynaklandigi  diisiniilmektedir.  Clinki
aljinat gibi  su bazhi jeller deriyi
nemlendirmekte ve nemli deride ise jel
icerisinde bulunan hidrofilik maddeler yavas
yavas salinarak kolaylikla difuze
olabilmektedir.®®> Yapilan bir ¢alismada
aljinat-nisasta ile kapsiillenmis biberiye ugucu
yagmin daha uzun siire korunabilecegi ve
yavag salinimi nedeniyle etkisini daha uzun
siireli gosterebilecegi bildirilmistir.3*

Hidrojellerin kullanim alanlarina gore
terapdtik ajanin  etkinliginin  arttirilmasini
saglayacak oOzelliklerinden biri de yapisma
kabiliyetleridir. Yapilan g¢alismalarda bunun
i¢in ¢apraz bagl ve enzimatik olarak capraz
bagli bazi hidrojel ¢aligmalarinin yapisma
kabiliyetinin 1yi oldugu yoniinde
degerlendirme yapilmistir.®® * Bu ¢alismada
elde edilen jel formun sivilce bolgesine
tutunmasi noktasinda 1slak ya da kuru zemin
fark etmeksizin bir problem olmadigi
gozlenmistir.

Hidrojel
1. Saat
A 0,5
P 0,4
D1 0,5
D2 0,5

Sisme Denge Degeri
2. Saat 24. Saat
0,9 7,2
0,7 6.4
0,9 7,4
08 7,9

A: Aloe vera hidrojel, P:Propolis hidrojel, D1: Damar otu (%10 etanol) hidrojel, D2: Damar otu (%30 etanol )hidrojel

Aloe vera jel ekstrakti ilaveli hidrojelin
mikroskop  goriintiisii  analizlerine  gore
yaprakli kismin damarli karmasik yapisi ve
hidrojelin katmanh piiriizlii yapist arasindaki

fark gboze carpmaktadir. P. lanceolata (%10
ve %30 etanol) igerikli hidrojellerde yapinin
daha katmanli ve yogun oldugu yoniinde
degerlendirme yapilmistir. Propolis ekstrakti
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ilaveli jel goriintiisiinde ise bazi bolgelerde
katmanli adacik seklinde yapilar gézlenmistir.
Tiim mikroskop  goriintiilerinden  yola
cikilarak ekstraktlarin  tim numunelerde
yiizeyde homojen dagildigi, kullanilan
polimerlerin ¢apraz baglanmadan kaynakli
olarak katmanli ve yogun bir yapiya sahip
oldugu gortlmistiir (Sekil 2). Aljinat ve agar
kompleksi ile hazirlanan jellerin hidrofilik

yapisinin  agar  ilavesiyle  arttirildig
disiiniilmektedir. Bu amag¢ dogrultusunda
elde edilen jel formun gravimetrik analizine
gore kitosan-akrilamid hidrojeline benzer
sonuglar elde edilmistir. Kitosan polimeri
tercih edilmis bir ¢alismada sentez i¢in yapiya
bir miktar akrilamid monomerinin dahil
edilmesiyle hidrojel  formun hidrofilik
ozelliklerinin arttirildig1 goriilmiistiir.>’

*

Sekil 2. Hidrojellerin Mikroskop Altindaki Yiizey Gériintiileri A: Aloe vera ekstraktt iceren hidrojel. B: Propolis
ekstrakti igeren hidrojel. C: Damar otu 1 (%10 etanol) ekstrakti iceren hidrojel. D: Damar otu 2 (%30 etanol). Tim
gorintiiler 20 X ile elde edilmistir.

Hidrojellerin
Degerlendirilmesi

Biyouyumlulugunun

Hidrojellerin sitotoksisite analizleri, suda
¢ozilinen tetrazolyum tuzlarindan olan WST-1
ile  belirlenmistir. ~ Hiicre  canliliginin
kolorimetrik yontemle belirlendigi bu testte
uygulama yapilan hiicrelerin  canliligi,
uygulama yapilmayan hiicrelerin canliligini
%100 kabul ederek % olarak hesaplanir. Buna
gore; kontrole kiyasla, D1 numunesi
%106,67, D2 numunesi %109,54, A
numunesi %98,09, ve P numunesi %103,22
oraninda canlililk gostermistir (Sekil 3).
Dolayisiyla ekstrakt katkili aljinat bazh
hidrojellerin in vitro ortamda herhangi bir
toksisitesine  rastlanmamugtir. Yapilan
caligmalarda aljinatin doku miihendisliginde
3D yapilar eldesi igin oldukc¢a uygun oldugu
ve sitotoksisite testlerinde yiiksek hiicre
canlihig1 sagladig goriilmiistiir.® *° Yine baz1
calismalarda Aloe vera’nin polivinil alkol
(PVA) ile karnisimindan elde edilen hidrojel
filmlerde Aloe vera’nin PVA ya dahil

edilmesinin fibroblast hiicrelerinin
¢ogalmasmi Onemli Olclide iyilestirdigi ve
yara  iyilesmesini  tesvik  edebilecegi
savunulmaktadir.*® Aloe vera’nin uzun siireli
salmmm ozelliklerine odaklanan sodyum
aljinat/polivinil alkol hidrojel matrislere
yonelik yapilan bir bagka ¢aligmada ise
dermal fibroblast hiicrelerinin Aloe vera
katkil1 hidrojel matrisler tizerinde miikemmel
bir hiicre yapigsmasi gosterdigi, hiicre
yayillmasii ve g¢ogalmasii arttirdigi rapor
edilmistir.** Aranci ve arkadaslar1 propolis
katkili sodyum aljinat iskelelerinin insan
dermal fibroblast hiicrelerine kars1 nontoksik
yaptya sahip oldugunu ortaya koymustur.*
Bu sonuclar bizim c¢aligmamizla paralellik
gostermektedir. Sonu¢ olarak bu caligmada
elde  edilen hidrojellerin ~ fibroblast
hiicrelerinde toksisite goOstermedigi ortaya
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konmustur. Hatta D2 hidrojelinin diger jellere
gore  hiicre  proliferasyonunu  artirdigi
gozlenmistir. Damar otu ekstrakti iceren her
iki hidrojelin propolis ve Aleo vera igerikli

numunelere kiyasla hiicre proliferasyonunu
artirdign  goriilmiistir. Bu durum, dermal
hasarda iyilesmenin daha hizli olabilecegini
diistindiirmektedir.

SITOTOKSISITE GRAFIGI
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Sekil 3. Hidrojellerin Sitotoksisitesi: Her bir jelin agirlik¢a %41 (0,1g/ml) sitotoksisite testi i¢in kiiltiir ortamina
konmustur. D1: Damar otu %10 etanol. D2: Damar otu %30 etanol. A: Aloe vera. P: Propolis

SONUC VE ONERILER

Aljinat hidrojeller son yillarda yara, akne
ve benzeri cilt sorunlarinda siklikla
kullanilmaktadir. Ozellikle akne tedavisi igin
antibiyotik katkili cilt Ortiilerine yo6nelik
caligmalarla birlikte dogal biyopolimer katkili
aljinat hidrojeller de elde edilmektedir.
Buradaki amag¢ aljinatin mevcut biyolojik
aktivitesinin arttirllmasina yonelik
olmaktadir. Ciinki aljinat yiiksek
biyouyumluluga sahip dogal bir polimerdir.
Bu sebeple bu calismada antimikrobiyal etkiyi
artirmak icin dogal bitkisel ekstraktlar
kullanilmas1  disiiniilmiistir.  Akne  ve
sivilcenin ciltte bakteriyel amplifikasyon ile
birlikte olusmast ve yara benzeri ileri
lezyonlara  neden olma  potansiyeli
bulundugundan ekstraktlar sivilce 1iliskili
bakterilerde denenmistir. Calisma bir AR-GE

calismasidir. Mevcut bulgulardan
yararlanilarak ileri caligmalar
diistiniilmektedir. Sonug olarak tibbi bitkilerin
ve propolisin antimikrobiyal etkinligi oldugu
ve bakteriler iizerinde inhibisyon zonu
olusturdugu goriilmiistir. Dogal ekstrakt
katkilt hidrojellerin ise ortama antimikrobiyal
ajan salarak bu etkiyi siirdiirdiigli ve in vitro
ortamda herhangi bir toksisiteye sahip
olmadig tespit edilmistir. Calisma bir in vitro
calismadir. Mevcut bulgular, bu caligmada
elde edilen hidrojel numunelerinin etkili bir
terapdtik ajan olabilecegini diisiindiirse de
hidrojellerin  etkinliginin ~ klinik  olarak
arastirilmasi gerekmektedir.
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