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1.Proje 0Ozeti

Enfekte yaralar gunimuizde insanlar icin biyuk bir sorun haline gelmektedir. Enfekte
yaralarin tedavisinde en oOnemli adim yara cevresindeki ve igerisindeki enfeksiyonun
giderilmesidir. Eger bu adim diizglin bir sekilde gerceklestirilmezse yaralarin iyilesmesi
miimkiin degildir. Yavas iyilesen ya da iyilesmeyen yaralar diyabet hastalarinin uzuvlarina
hatta daha ileri seviyede hayatlarini kaybetmelerine neden olmaktadir (Rehman et al., 2019).
Gliniimiizde bu gibi olumsuz durumlar1 engellemek icin yara oOrtiilerine antimikrobiyal
etkinlik kazandirmak amaciyla klorheksidin yiiklenmesi, giimiis yiiklenmesi ve soguk plazma
ile muamelesi gibi farkli yontemler uygulanmaktadir. Fakat antimikrobiyal etkinlige karsi
gelistirilen bu yoOntemlerin yara bolgesinde toksisiteye sebep olarak yara iyilesmesini
geciktirmesi ve uzun donem antimikrobiyal etkinliginin diisiik olmasi1 gibi dezavantajlari
bulunmaktadir. Antimikrobiyal peptidler (AMP), bir¢ok hayvan ve bitki tiirleri tarafindan
iretilebilen, ¢ok hiicreli organizmalarin kalitsal immiin yanitinin bir parcasi olan ve
enfeksiyonlara karsi organizmanin koruma mekanizmasina 6nemli Olclide katkida bulunan,
heterojen molekiil gruplaridir (Batoni, Maisetta, Brancatisano, Esin, & Campa, 2011a;
Hancock, 1997). AMP'nin yeni bir antimikrobiyal ajan olarak tedavi amaglh kullanimi giin
gectikce artmaktadir. Diinya genelinde 6nemli halk sagligi problemi olan ve giin gectikce
artan oranlarda morbidite nedeni olmaya baslayan, konvansiyonel ilaglara karsi direncli,
patojenik mikroorganizmalarin oranindaki artis ve hizli yayilimlart AMP'in yaygin olarak
kullanmaya baslamasinin sebeplerini olusturmaktadir (Strempel, Strehmel, & Overhage,
2015). Cys-Temporin-SHf (CFFFLSRIF) AMP’i gram pozitif ve gram negatif bakteri ve
mayalara kars1 genis spektrumlu mikrobisidal aktiviteye sahiptir ve dogada bulunan kisa
sekansli bir peptidtir. Kisa sekansli olmasi, basit bilesimi ve genis spektrumlu olmasi
sebebiyle antimikrobiyal peptid olarak gelecek vaad etmektedir (Abbassi et al., 2010). Yara
bolgesinde toksisite olugsmasini engellemek ve yaralari daha hizli bir sekilde iyilestirmek igin
ginumuizde Doku Muhendisligi yaklagimi ile yara ortiisii calismalart siirdiiriilmektedir. Son
zamanlarda doku miihendisliginde siklikla kullanilan hidrojeller yiiksek oranda su tutan ve
suda ¢oziinlir polimerlerin UV 1511 altinda ¢apraz baglanmasi sonucu olusan {i¢ boyutlu
aglardan meydana gelmektedir. Hidrojellerin canli doku ile benzerlikleri biyomedikal
uygulamalarda bir¢ok avantaj saglamaktadir. Jelatinin metakrilik anhidrit ile capraz
baglanmasi ile tretilen GelMa (GelatinMethacryloyl) hidrojeli yiiksek su igerigine, kiigiik
molekiillere kars1 gecirgenlige, ayarlanabilir fiziksel ve kimyasal oOzelliklere ve yiiksek
biyouyumluluga sahiptir (Rehman et al., 2019). GelMa her ne kadar yara kapanmasinda etkili
olsa da antimikrobiyal olmamasi yara oOrtiisii olarak kullanimi kisitlamaktadir (Nazir, Ashraf,
Igbal, Ahmad, & Anjum, 2021).

Yapilacak olan bu projenin amaci GelMa hidrojeli (zerine c¢oklu ilag direngli
mikroorganizmalara karsi etkinligi belirlenmis olan AMP’in konjiige edilerek gelistirilecek
olan yara ortusiiniin enfekte yaralarda kullanilma potansiyelinin in vitro olarak belirlenmesini
hedeflemekteyiz.



2.Problem/Sorun
Enfekte yaralarin iyilesebilmesi igin yara ¢evresinde enfeksiyonun engellenmesi

gerekmektedir bu adim diizgiin bir sekilde tamamlanmadan yara iyilesmesi miimkiin
olmamaktadir. Enfeksiyonlu yaralarin geg¢ iyilesmesinin ana sebebi ise biitiinliigii bozulan deri
altt dokusu mikroorganizmalar i¢in nemli, sicak ve besleyici bir ortam saglamaktadir
(Rehman et al., 2019; Yoshii, Kusakabe, Akita, Tung, & Ishii, 2017). Diinya Saglk
Orguti'niin verilerine gore, diinya ¢apinda 422 milyon insan, Tiirkiye'de ise 9 milyon 20 bin
kisi diyabet hastaligi ile miicadele etmektedir. Diyabet yayginlastik¢a, diyabetik yaralarda ve
buna bagl olarak yaralarda olusan enfeksiyonlarda artis gozlemlenmistir. Seker Hastalig
insitilin yoklugu yetersizligi veya insiilin direnci sonucunda olusan kronik ve metabolik bir
bozukluktur. Hastalarin kan damari1 ve sinir hasar1 nedeniyle daha ¢ok ayaklarda goriiliir ilk
baslarda kii¢iik ve fark edilmeyen yaralardir fakat daha sonra enfeksiyona bagli olarak
yetersiz hiicre proliferasyonu ve kan damari olusumunda azalmalar meydana gelir bunun
sonucunda iyilesmesi zor ve yavas olan tilsere dontisiirler(Houreld, 2014). Diyabetik ulser ile
miicadele eden pek ¢ok insan organ kaybi yasamaktadir. Organ kaybinin baslica sebebi ise
diyabetik ilser yaralarinin iyilesme siirecinin diger yaralara gore daha uzun slrede
gerceklesmesi ve bu siire uzadikga enfekte yaranin kemik dokuya zarar vermesidir (Fleck,
2006; Moravej et al., 2018).

Resim1: Diyabetik Ulser (Kaya et al., 2009)
Glinlimiizde pek c¢ok yara ortiisii gelistirilmistir ve bu yara Ortlilerinin amaci1 doku
yenilenmesi, yara iyilesmesi, oksijen degisimi ve mikrobiyal kolonizasyonu Onlemektir.
(Obagi, Damiani, Grada, & Falanga, 2019). Bu durumlari engellemek ve yara ortiilerine daha
giiclendirmek icin klorheksidin yiiklenmesi, giimiis yiiklenmesi ve soguk plazma gibi farkli
yontemler kullanilmistir. Fakat bu yontemler deride tahribata neden olarak yara iyilesmesini
geciktirmektedir(Batoni, Maisetta, Brancatisano, Esin, & Campa, 2011b; Florio et al., 1997).
Bu sebeple gelistirilen pek ¢ok yara Ortiisii olmasina ragmen bu yara ortiileri tedavilerde
yeterli olmamustir (Obagi et al., 2019).
3.Cozim
Diinya ¢apinda pek ¢ok insan seker hastalig1 tedavisi goriiyor ve bazen bu hastalik nedeni ile
enfeksiyonlu yaralar ile miicadele etmek zorunda kaliyorlar. Daha 6nceden bahsedildigi gibi
bu yaralar iyilesmesi zor yaralardir ve eger bu yaralar diizgiin bir sekilde tedavi edilmezse
hasta olan kisiler organlari kaybetmek zorunda kaliyorlar. Biz projemizde antimikrobiyal
peptid konjuge ettigimiz GelMa hidrojeli ile bir yara ortiisii tasarlayarak bu durumun 6niine
gecmeyi hedeflemekteyiz.



Foot Ulcer

Resim2: AMP Konjuge edilmis GelMa Hidrojelinin Ayak Ulseri Uzerinde Beklenen Etkisi

Hidrojeller yapiskan olmamalari, biiyiik 6l¢tide sudan olugmalari ve yara iyilesmesinde nemli
bir ortam saglamalari sebebiyle yara Ortiisii pazarinda kullanilmaya baglanmistir. Bu
hidrojellerden ayarlanabilir fiziksel ve biyolojik 6zelliklere sahip GelMa hidrojeli dogal hilicre
dis1 matrisini (ECM) taklit edebilme 6zelligine sahiptir (Rehman et al., 2019). Yara iyilesmesi
iizerinde pozitif etkinligi bilinen GelMa hidrojellerinin antimikrobiyal o6zellige sahip
olmamasi yara Ortiisii olarak kullanimini kisitlamaktadir. Bu sebeple yara bdlgesinde
toksisiteye sebep olmadan yara iyilesmesini destekleyen ve etkin antimikrobiyal aktivite
gosteren GelMa tabanli yara Ortiilerinin gelistirilmesi 6nemli bir potansiyele sahiptir. AMP'ler
olarak da bilinen konak savunma molekiilleri dogal ya da sentetik olarak kullanilabilir
(Francesko, Petkova, & Tzanov, 2018). AMP’ler enfeksiyonlara karsi savasmak ve
mikrobiyal ¢ogalmalar1 kontrol altina almak i¢in kullanilmaktadir. Cok hiicreli
organizmalarin, genis bir istilac1 yelpazesine kars1 bir savunma saglayan AMP’ler toksik etki
gOstermeden gram-pozitif ve gram negatif bakterilere bagisiklik unsuru gibi davranirlar.
AMP’lerin biyomalzemeler iizerine konjuge edilmesiyle yeni nesil antimikrobiyal yara
ortiilerinin gelistirilmesi ile ilgili 6nemli ¢aligmalar bulunmaktadir (Mangoni, McDermott, &
Zasloff, 2016).

Projemizde, ¢oklu ilag direngli mikroorganizmalara Kkarsi —etkinligi bildirilmis olan
CFFFLSRIF sekansli Cys-Temporin-SHf AMP’ in Gram (-) ve Gram (+) mikroorganizmalar
iizerinde antimikrobiyal etkinlik saglamak i¢in GelMa hidrojeline konjligasyonu ile ¢oklu ilag
direngli mikroorganizmalara kars1 etkin enfekte yara tedavisinde kullanim potansiyeli olan
yara oOrtiilerinin gelistirilmesidir. Hedeflenen ¢aligsma plani ile Cys-Temporin-SHf AMP, kati
asamal1 peptid sentezi yontemi ile iiretilip GelMa hidrojeline konjiige edilecektir. AMP
konjiige edilen GelMa hidrojelleri enfekte yara Ortiisii olarak kullanilabilme potansiyeli, ¢coklu
ila¢ direncli Pseudomoas aeruginosa (MDR P. Aeruginosa) ve Gram (+) bir bakteri olarak
Metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA) Uizerinde yapilacak in vitro antimikrobiyal
aktivite testleri ve insan keratinosit hiicreleri tizerinde yapilacak sitotoksisite testleri ile
belirlenecektir. Projenin kabulii ve basariyla sonuclanmasi halinde, gelistirilen antimikrobiyal
peptid konjlige edilmis GelMa tabanli yara Ortiisiiniin enfekte yaralarin bakiminda yeni
tekniklerin gelistirilmesine Onciiliik edebilecegi diisiiniilmektedir. Yapilacak ¢alisma sonucu
elde edilecek bulgularin 6nemli bilimsel etki degerine sahip olacagi ve gelistirilen hidrojel
tabanli yara Ortiisiiniin klinikte kullanimina yonelik gii¢lii potansiyele sahip olmasi sebebiyle
ileride tlilke ekonomisine katkida bulunacag diistiniilmektedir.



4.YOntem
Yapilacak olan yara ortiisii projesi 7 farkli is paketinden olugmaktadir. Bu is paketlerinin

ayrintili agiklamasina asagida yer verilmistir. Bu uygulanacak olan yontemler is paketlerinin
tarafsiz, secici, kanitlama niteligi olan, etik ilkelerine dayanan, elestirici ve diizeltici olmasi
gibi farkli bilimsel ilkelere dayanmaktadir. Projemiz Teknolojik Hazirlik Seviyesi olarak
THS 1°den baslamaktadir. THS1 asamasinda Diyabetik yaralarin sorunlari, var olan ¢oziimler
ve bu ¢oziimlerin eksiklikleri gézlemlenmistir. Projenin yapim asamsinda THS6 seviyesine
gelmeyi hedeflemekteyiz. THS7 asamasinda bir prototip olusturarak uygun bir g¢evresel
ortamda test etmeyi hedeflemekteyiz.

Is Paketi 4.1. Peptit Sentezi

Cys-Temporin-Shf  (Cys-Phe-Phe-Phe-Leu-Ser-Arg-lle-Phe) sentezi islemleri asagida
aciklanan kati fazda peptid sentezi yontemi uygulanarak otomatik peptid sentez cihazi
kullanilarak proje yiiriitiiciisii tarafindan Izmir Katip Celebi Universitesi Biyomedikal
Miihendisligi  Boliimii  Doku Miihendisligi ve Rejeneratif Tip Laboratuvari’nda
gerceklestirilecektir. Kati fazda peptid sentezi islemi i¢in proje yiiriitiiciisiic Dr. GUnnur
Pulat’in 6nceki calismalarinda izledigi yontemler takip edilecektir(Gilinnur Onak, Utku Kiirsat
Ercan, & Ozan Karaman, 2020; Onak et al., 2018). Antimikrobiyal peptid Rink Amide Nova
Gel reginesi tizerinde sentezlenecektir. Peptid dizisi Rink Amid Nova Gel™ reginesi (0.62
mmol/g) Uzerinde Uretilecektir. DMF (2 ml) icerisinde 100 mg recine 30 dakika boyunca
bekletilerek sisirilecek ve daha sonra DMF ile yikanacaktir (2x3 ml). Fmoc-korumali amino
asit turevleri (1 eq) ve HOBt (2 eq) kuru DMF (3 ml) ve DIC (1.1 eq) icerisinde ¢ozdurulip
karisima eklenecektir. Son karigim yani regineye eklenecek olan karisimin homojen bir
sekilde olmasi i¢in 5-10 dakika boyunca karistirilacak ve recineye eklenecektir. Ardindan,
0.05 M DMAP’tan 0.2 ml eklenip karisim 30°C’de 4-6 saat boyunca orbital ¢alkalayicida
karigtirilacaktir. Reaksiyona girmemis aminlerin varligini kontrol etmek i¢in az miktarda
recine ayrilip Kaiser testine tabii tutulacaktir. Test sonuclari pozitif olursa regine DMF (5x3
ml) ile yikanacak ve negatif sonu¢ bulununcaya kadar islem tekrarlanacaktir. Test sonuglari
negatif ¢ikarsa regine ilk 6nce DMF (5x3 ml) ile yikanacak, daha sonra Fmoc-koruma
grubunun uzaklastirilmasi icin DMF igerisindeki %20’lik piperidinle olusturulmus soliisyon
ile 2x15 dakika boyunca bekletilecektir. Son olarak DMF ile yikanacaktir. Kaiser testi Fmoc
koruma grubunun uzaklastirildigindan emin olmak icin tekrarlanacaktir. Kaiser testinin pozitif
sonu¢ ¢ikmamasi halinde %20°lik piperidine i¢inde inkiibasyonu pozitif sonug alincaya kadar
devam edecektir. Devaminda peptit icerisindeki bltin amino asitler de ayni yontem ile
birlestirilecektir. Ardindan regine %95 TFA/ %2.5 TIPS/ %2.5 H20 karisimina peptid ¢apraz
baglayicisinin re¢ineden ayrilmasi icin iki saat boyunca birakilacaktir. Cozelti -20°C’de soguk
eter icerisinde ve 24 saat birakilarak {iriiniin ¢okelmesi saglanacaktir. Daha sonra silispansiyon
santriflij edilecek, Uist faz atilacak ve kat1 kisim liyofilizasyon yapilarak elde edilecektir.
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Resim3: Sentezlenen Cys-Temporin-SHf ile GelMa Hidrojel Konjugasyonu

Is Paketi 4.2. GelMa Sentezi
GelMA, daha once yaymlanmis prosediirlere dayali olarak sentezlenecektir (Yang et al.,

2021). Kisaca, %10 (w/v) jelatin, 45°C'de PBS tamponunda ¢oziilecektir. Daha sonra
cozeltiye 300 rpm'de manyetik karistirma altinda jelatin miktaria gore 0.8 mL/g eklenecektir.
5 saatlik reaksiyondan sonra, reaksiyon ¢ozeltisine 10:1 (v/v) oraninda PBS eklenecek ve
reaksiyonu durdurmak i¢in oda sicakliginda 1 saat karistirilacaktir. Cozelti daha sonra
reaksiyona girmemis gelatini uzaklastirmak i¢cin 10000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenecek ve
stpernatant 4 giin boyunca distile su ile diyaliz edilecektir.
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Resim4. GelMa Sentezi
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Resim5. GelMa Hidrojelinin Jellestirilmesi(Yoon et al., 2016): GelMa Resim4 ‘teki yontem ile
sentezlendikten sonra kullanilmasi igin jellestirilmesi gerekmektedir. Irgacure ile GelMa, PBS

icerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra pipet yardimiyla cam plaka tzerine konulur ve UV cihaz:
yardimuyla jel haline getirilir.

Resim 8.
Resim4 ’deki yonteme gore sentezlenen GelMa’lar daha sonra Resim5 deki yontem ile UV
1sinint maruz kalir. Resim6, Resim7 ve Resim8 de bu islemlerden sonra olusan GelMa’larin
gortintiistine yer verilmistir.



Is Paketi 4.3. GelMa/Cys-Temporin-SHf Konjugasyonu

GelMA %10 w/v soliisyonu olusturmak igin trietanolamin (TEOA) tamponu iginde yeniden
olusturulur ve tamamen eriyene kadar 37 °C'de 2 saat karistirilir. C6zeltinin pH'1 daha sonra
1.0 M HCI veya 1.0 M NaOH eklenerek 8.0-8,5'¢ ayarlanir. Cys-TetraF2-RR peptitleri, %0.1
w/v sollisyonu olusturmak i¢in GeIMA/TEOA tamponuna ilave edilir. Peptidlerin C-terminal
ucundaki sistin, GelIMA ile Michael tipi ekleme reaksiyonuna izin vermektedir. Cozelti, 37
°C'de 24 saat karigtirilir ve 6-8 kDa'luk diyaliz tiipii kullanilarak distile suyla 1 hafta diyaliz
edilir. 37 °C'de ¢0zeltinin pH'1 1.0 M HCl veya 1.0 M NaOH eklenerek 7.35-7.45'e ayarlanir
ve ¢Ozelti liyofilize edilerek -20 °C'de saklanir (O'Grady et al., 2019). Konjugasyon, FT-IR
kullanilarak dogrulanacaktir.

Is Paketi 4.4. GelMa/Cys-Temporin-SHf Karakterizasyonu
AMP-GelMa konjligasyon reaksiyonunu sonrasinda AMP'in ¢ boyutlu (3B) hidrojel

ylizeyine kovalent baglanmasimin dogrulamasi proje danigsmaninin daha once kullandigi
protokole bagli kalinarak gergeklestirilecektir (G. Onak, U. K. Ercan, & O. Karaman, 2020).
Kisaca, sentezlenen Cys-Temporin-SHf AMP, 6nce fluorescein isothiocyanate (FITC)
molekiilii ile isaretlenecek ve daha sonra resin molekiiliinden koparilacaktir. Isaretleme
(labeling) reaksiyonu FITC molekilindeki succinimidyl ester fonksiyonel grubu ile AMP'in
amino grubunda bulunan amin gruplarn arasinda gergeklesecektir. Daha sonra FITC ile
isaretlenen AMP kullanilarak GelMa konjiigasyonu yapilacaktir. Uretilen FITC-AMP-GelMa
ylizeyi inverted floresan mikroskop (Olympus, CKX41) ile goriintiilenecektir. Kisaca, FITC
ile isaretlenmis AMP, 1mM konsantrasyonlarda hazirlanarak GelMa yiizeyine konjiigasyonu
gerceklestirilecektir. Konjligasyon sonucunda elde edilen GelMa PBS igerisinde
cozdiiriildiikten sonra floresan yogunlugu 495 nm eksitasyon ve 520 nm emisyon dalga
boylarinda mikroplaka okuyucusu kullanilarak belirlenecektir. AMP-GelMa konjugasyonu
reaksiyon verimliligi FITC ile isaretlenmis AMP'in PBS igerisindeki belirli konsantrasyonlari
kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisi ile karsilastirildiktan sonra degerlendirilecektir.

Is Paketi 4.5. Cys-Temporin-SHf Konjuge GelMa Hidrojelinin Antimikrobiyal
Etkinliginin Degerlendirilmesi

Cys-Temporin-SHf AMP konjuge GelMa hidrojelinin  antimikrobiyal etkinliginin
degerlendirilmesi igin Izmir Ka&tip Celebi Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Doku
Miihendisligi Laboratuvari'nda gergeklestirilecektir. Laboratuvarda stogu olan Gram (-) bir
bakteri olarak ¢oklu ila¢ direncli Pseudomoas aeruginosa (MDR P. Aeruginosa) ve Gram (+)
bir bakteri olarak MRSA Styphylococcus aureus (MRSA) kullanilacak ve antimikrobiyal
etkinligin degerlendirilmesi i¢in planktonik tabakasi iizerinde test edilecektir. Agar plaklar
iizerine kullanilacak olan organizmalar ekilecektir. Siispanse kiiltlir ortami hazirlamak i¢in
agar plaklar tizerindeki bir koloni izole edilecek ve 10ml TBS besi ortamina alinacak ve
ardinda bir gece boyunca 37°C’de inkiibasyonu saglanacaktir. Hazirlanan siispanse kiiltiirlerin
seyreltme islemi PBS ile yapilacaktir. Daha sonra PBS ile seyreltilmis siispanse kiiltiirlerin
Spektrofotometre yardimiyla 600 nm’de absorbans degerleri okunacaktir. 10'CFU/ml
konsantrasyonunu 0.2 absorbans degeri temsil eder. Bu absorbans degerini veren seyreltme
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kullanilarak siispanse Kkiiltiirlerin gerekli konsantrasyona gelebilmesi igin seyreltme
yapilacaktir. Bu islemin ardindan antimikrobiyal degerlendirme i¢in organizmanin AMP
konjuge GelMa hidrojel ile temas etmesi gereken stre belirlenecektir. Bu amag
dogrultusunda, her iki organizma igin 10°CFU/mI konsantrasyonda siispanse Kiltiirleri seri
seyreltmeler yoluyla 10°CFU/mI konsantrasyona seyreltilecek ve daha sonra bu siispanse
kiiltiirlerden 100 pl alinacaktir. Bu alinan siispanse kiiltiir AMP konjuge GelMa hidrojeli
iizerine aktarilacak ve ardindan 15,30,45 ve 60 dakika hidrojel ile temas halinde
birakilacaktir. Temastan sonra AMP konjuge GelMa 6 gozlii 6zel bir plakaya alinacak ve
iizerine 1ml steril PBS eklenecektir. Agar plakalarinin iizerine yerlestirilmeden 6nce, 6 gozli
plaka ultrasonik banyo yardimiyla homojenize edilecek ve homojenizasyon iglemi sonrasinda
seri seyreltme islemi uygulanacaktir. Ekim sonrasinda agar plakalarin 24 saat 37°C’de
inkiibasyonu yapilacaktir. Inkiibasyon sonrasi yasayan kolonilerin sayimi ile antimikrobiyal
etkinlik degerlendirilecektir. Bununla beraber organizmalarin planktonik formlar1 sayesinde
AMP konjuge GelMa hidrojelinin maksimum antimikrobiyal etkinligi belirlenecektir. Bunun
sonucunda yukarida anlatilan deneyler tekrar edilecektir.

Is Paketi 4.6. Cys-Temporin-SHf Konjuge Edilmis GelMa Hidrojelinin Sitotoksisite
Analizi

[zmir Katip Celebi Universitesi Biyomedikal Miihendisligi Boliimii Doku Miihendisligi
Laboratuvari’nda sitotoksisite calismalarinda kullanilacak insan keratinosit hatlar1 kiiltiire
edilecektir. Hiicreler %10 fetal sig1 serumu (FBS), 100 U/ml penisilin, 4 ng/ml bFGF, DMEM
besi ortam1 ve 100 mg/ml streptomisin igeren primer besiyeri standart polistren kaplara ekilir.
Sivi azot tankinda (ThermoScientific , Bio-cane 47 ) -196 C°’dondurulup stoklanmadan 6nce
37°C’de ve %5 CO,inkiibe edilerek ¢ogaltilacaktir (Karaman et al., 2016). AMP konjuge
edilmis hidrojeller ISO 10993-5 standartlarinda belirttirdigi lizere bir giin boyunca besi
ortaminda bekletilecek ve alinacak olan ekstratlarin hiicre ile muamelesinden sonra MTT
islemi yapilacaktir. Bu islemde 24liik pleytlere 2x10* fibroblast/keratinosit ekimi yapilacak ve
AMP konjiige edilmis hidrojeller hiicreler tizerindeki etkinlikleri ekimden birinci, ikinci ve
Uclincu gun sonra MTT (3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)
ile inkuibe edilerek mitokondriyal olarak boyanacaktir. Calismalarda GelMa hidrojeli ve Cys-
Temporin-SHf (CFFFLSRIF) peptidi kullanilacaktir.

Is Paketi 4.7. Elde Edilen Verilen Istatiksel Analizi

Deneyler ii¢ tekrarli olmak {izere ve en az ilicer 6rnek olacak sekilde test edilecektir. Elde
edilen sonuclarin ortalama degeri ve daha sonra standart sapmas1 bulunacaktir. Standart hata

bulunacaktir. P <0.05 degeri istatiksel olarak anlamli kabul edilecektir.

5.Yenilikci (Inovatif) Yonu

Diinya ¢apinda kronik veya normal yaralar ile miicadele eden pek ¢ok insan bulunmaktadir.
Normal yaralarin uzun siire iyilesmeyerek enfekte olmasi sonucunda kronik yaralar meydana
gelir(Park et al., 2010; Siddiqui & Bernstein, 2010). Seker hastaligi sonucunda olusan
diyabetik iilser yaralar1 geg iyilestigi ve tedavisinin zor olmasi nedeniyle olduk¢a maliyetli bir
suregtir. Teknolojik gelismelerle birlikte yara tedavisinde kullanilmak igin birgok yara ortiisii
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gelistirilmigtir. Yara oOrtiileri bakteri yiikiinii kontrol ederken ayrica yaradan gelen eksiida
miktarini da kontrol eder bdylece yaray1 ¢cevreden gelebilecek ikinci enfeksiyondan korurken
cildi de yara eksiidasindan korur(Triller, Huljev, & Planinsek Rucigaj, 2013). Yara Ortusi
epitel dokunun olusmasi i¢in nem saglarken diger bir yandan yara {izerinde bir bariyer
olusturarak yaray1 dis etkenlerden korur(Obagi et al., 2019). Gelistirilen yara ortulerinin
bir¢cok avantaj1 ve dezavantaji vardir. Yara oOrtiilerine antimikrobiyal etkinlik kazandirmak i¢in
en c¢ok kullanilan yontem giimiis nanopargacik yiiklemesidir. Fakat gelistirilen bu yontem
yara bolgesinde toksisiteye sebep olarak yara iyilesmesini geciktirmekte ve uzun dénemde
diistik bir antimikrobiyal 6zellige sahiptir (Kalantari et al., 2020; Masood et al., 2019).

Yara oOrtulerinde hiicre dis1 matris olusumu yara dokusunda yapisal bir biitiinlik saglamasi
sebebiyle cok Onemlidir. Diyabetik yara iyilesmesinde, biiylime faktorlerinde ve hiicre
proliferasyonunda bozulma nedeniyle hiicre dis1 matriste bir malformasyon olusumu gozlenir
(Houreld, 2014). Bu durumu 6nleyebilmek icin bilim insanlari tarafindan iiretilen hiicre disi
matrisini takit edebilen, ayarlanabilir fiziksel ve kimyasal 06zellikleri ile yuksek
biyouyumlulugu sayesinde modifiye edilebilen yara ortiisii olma potansiyeline sahip GelMa
hidrojelini kullanmay1 tercih ettik. Ancak GelMa hidrojeli antimikrobiyal 6zellige sahip
olmadig1 i¢in farkli antimikrobiyal ajanlar ile entegre edilmelidir. Bu projede diyabetik
yaralarda iyilesmeyi destekleyebilme potansiyeli olan GelMa hidrojeline Cys-Temporin-SHf
antimikrobiyal peptidi konjuge edilerek ¢oklu ilag direngli bakterilere karst etkili yara Ortiisi
gelistirilmesi ile yeni nesil bir yara ortiisti tasarim1 hedeflenmektedir. Projenin basarili olmasi
durumunda enfekte yaralarin tedavisinde kullanilan yara ortiilerine farkl bir yon verecektir ve
diinya genelinde 20 milyar dolar olan yara bakim maliyetlerini oldukga diistirecektir.

Projenin 6zgiin degeri, coklu ila¢ direncli mikroorganizmalara kars: etkinligi bildirilmis olan
CFFFLSRIF sekanshi Cys-Temporin-SHf AMP’ in Gram (-) ve Gram (+) mikroorganizmalar
iizerinde antimikrobiyal etkinlik saglamak i¢in GelMa hidrojeline konjiigasyonu ile ¢coklu ilag
direngli mikroorganizmalara kars1 etkin enfekte yara tedavisinde kullanim potansiyeli olan
yara Ortiilerinin gelistirilmesidir.

6.Uygulanabilirlik
Tasarlanacak olan yara ortustinin bilimsel ve ekonomik alanda uygulanabilirliginin olacagini

diistinmekteyiz. Ayrica proje kapsaminda projenin devami olarak yeni projeler
gelistirilecegini diistinmekteyiz.

Bilimsel olarak, Projeden bitiminde olusan sonuglar dermatoloji, mikrobiyoloji, biyomedikal
miihendisligi, malzeme miihendisligi gibi farkli alanlar i¢in Onemlidir. Bu bakimdan
sonuglarin potansiyel olarak: “Evaluation of the use of antimicrobial peptide conjugated
GelMa hydrogel as a wound dressing on infected wounds.” Baslikli minimum bir adet
makalenin dergilerde yayinlanmasi 6n goriilmektedir. Ayrica tasarlanan yara oOrtiisliniin
ilerleyen zamanlarda enfekte yara bakiminda kullanilabilecek yenilikgi yara ortustine onculik
edebilecegi diisiiniilmektedir.

Ekonomik olarak, Sunulan proje, gerek izmir Katip Celebi Universitesi’nin stratejik planlar:
ve vizyonu kapsaminda gerek iilkemizin 2023 vizyonu kapsaminda giderek artan bi¢cimde
destekledigi saglik konusunun giizel bir 6rnegidir. Yara bakimi maaliyeti diinya genelinde 20
milyar dolar seviyesinde olmasi (Dalla Paola, 2013) ayrica enfekte yaralarin normal yaralara
gore daha maliyetli olmas1 ve enfekte yaralarin yiiksek oranda 6liime sebep olmasi (Siddiqui
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& Bernstein, 2010) gibi olaylar goz 6niinde bulunduruldugunda antimikrobiyal etkinligi olan
ve biyouyumlu yara oOrtiisii gelistirilmesi konusunda 6nemli bir yol alinacaktir. Projenin
sonucuna bagli olarak belirlenecek oranda antimikrobiyal etkinlige sahip AMP konjuge
edilmis GelMa tiretim ve kullanimi i¢in patent basvurusu yapilacaktir. AMP konjuge edilmis
GelMa hidrojel tabanli yara oOrtiisii in vitro denemelerde basarili olursa Oncelikle hayvan
denemeleri esnasinda klinik denemeler ile iiriiniin ticari olarak enfekte yara bakiminda
kullanilabilen iiriin haline getirilmesine yonelik ¢alismalar bu proje kapsamini takip eden
diger projelerde gerceklestirilecektir. Boylece, gelistirilen yara Ortusinin drln haline
getirilmesi ile hem {lilke ekonomisine katki saglanabilecek hem de enfekte olmus yaralarin
daha kolay iyilesmesini saglayacak ¢alismalarin Oniinii agacaktir.

Proje kapsaminda yapilacak olan AMP konjuge edilmis GelMa hidrojel tabanli yara
Ortistinln in vitro denemelerinin basarili sonuglanmast durumuna bagli olarak projenin in
vivo denemesine i¢in hayvan deneyleri de i¢eren yeni projelerin hazirlanmasi planlanmaktadir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Tablo 7.1. Proje Zaman Planlamasi

Gorev Adi Zaman Araligi Kim Tarafindan
(..-.. Ay) Gergeklestirilecek

Peptit Sentezi 1-3 Nisa Nilsu Celebi
GelMa Sentezi 1-2 Nisa Nilsu Celebi
GelMa/Cys-Temporin-SHf 1-2 Nisa Nilsu Celebi
Konjugasyonu

GelMa/Cys-Temporin-SHf 1-2 Nisa Nilsu Celebi
Karakterizasyonu

Cys-Temporin-SHf Konjuge GelMa 1-3 Nisa Nilsu Celebi

Hidrojelinin Antimikrobiyal
Etkinliginin Degerlendirilmesi

Cys-Temporin-SHf Konjuge Edilmis 1-3 Nisa Nilsu Celebi
GelMa Hidrojelinin Sitotoksisite
Analizi

Elde Edilen Verilerin Istatiksel Analizi 1-2 Nisa Nilsu Celebi




Tablo 7.2. Tahmini Maliyet Planlamasi

Adi, Modeli Toplam Gerekgesi Tablo 7.1
Bedeli gore
(KDV Harcamalarin
Haric,TL) Yapilacagi Ay

Pipet ucu, 1-10 ul 220 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

hacimli, 1000 adet/poset kullanilacaktir.

Pipet ucu, 20-200 ul 240 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

hacimli, 1000 adet/poset kullanilacaktir.

Pipet ucu, 100-1000 ul 300 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

hacimli, 1000 adet/poset kullanilacaktir.

Eppendorf tipleri 1,5 ml | 250 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

lik 500 adet/poset kullanilacaktir.

Eppendorf tipleri 2 ml 250 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

lik 500 adet/poset kullanilacaktir.

Pudrasiz Eldiven (orta 125 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

boy), 100 cift kullanilacaktir.

Sitenin aminoasiti (25 Q) 1.400 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. 1.Ay-3. Ay

Fenilalanin aminoasiti 2400 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. 1.Ay-3.Ay

(259)

Izolosin aminoasiti (25g) | 950 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. 1.Ay-3.Ay

Arginin aminoasiti (25g) | 3.500 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

L&sin aminoasiti (25 g) 950 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. 1.Ay-3. Ay

Serin aminoasiti (25 g) 2.400 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. 1.Ay-3.Ay

HATU (25 g) 2.500 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

50 mL Santrifj Tapu 740 TL Tim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

100 adet/poset kullanilacaktir.

15 mL Santriftij Tapu 1.850 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay

500 adet/poset kullanilacaktir.

96 kuyucuklu plaka 1.500 TL Is paketi 4.5 ve 4.6’da 1.Ay-3.Ay

50 adet/poset kullanilacaktir.

24 kuyucuklu plaka 1.500 TL Is paketi 4.5 ve 4.6°da 1.Ay-3.Ay

50 adet /poset kullanilacaktir.

Tryptic Soy Broth (TSB) | 1.450 TL Is Paketi 4.5°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

500¢

Triptikaz Soya Agar 4550 TL Is paketi 4.1°de kullanilacaktir. 1.Ay-3.Ay

(TSA) 500¢g

2-Hydroxy-4'-(2- 1.800 TL Is Paketi 4.2°de kullanilacaktir. | 1.Ay-2.Ay

hydroxyethoxy)-2-

methylpropiophenone

(Irgacure 2959) (10 g)

Metakrilik Asit (100 g) 2.000 TL Is Paketi 4.2°de kullanilacaktir. | 1.Ay-2.Ay

Diklorometan (DCM) 4.000 TL Is Paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

2L

N,N-Dimetilformamid 4.000 TL Is Paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

(DMF) 2L

Triethanolamine Buffer | 2.500 TL Is Paketi 4.3°de kullanilacaktir. | 1.Ay-2.Ay

(120 mL)
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MTT 7400 TL Is Paketi 4.6°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

Rink Amide MBHA 12.800 TL | Is Paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

(259)

Serological Pipet 4110 TL Is Paketi 4.6°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

(5,10,25 mL)

Trypsin-EDTA Solution | 850 TL Is Paketi 4.6°da kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

100 mL

Penicilin-Streptomycin 750 TL Is Paketi 4.6°da kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

100 mL

Diethyl Ether 4500 TL Is Paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

1L

Corning® Cell Culture 8.250 TL Is Paketi 4.6°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

Flasks

25 cm?,75cm?

Fetal Sigir Serum (FBS) | 4.600 TL Is Paketi 4.6°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

N,N- 925,07 TL Is Paketi 4.1°de kullanilacaktir. 1.Ay-3. Ay

Diisopropylethylamine

(DIEA)

DMEM-500 ml-2 adet 360 TL Is Paketi 4.6’de kullamlacaktir. | 1.Ay-3.Ay

Trifloraasetik asit 185,46 TL | Is Paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

(TFA)100g-1 adet

Trizopropilsilan (TIPS) | 790,30 TL | is Paketi 4.1°de kullanilacaktir. | 1.Ay-3.Ay

10g-1 adet

Seluloz Membran 4520 TL Is Paketi 4.2°de kullanilacaktir. | 1.Ay-2.Ay

Diyaliz Tupi (6-8kD)

Parafilm-1 adet 955 TL Tiim is paketlerinde 1.Ay-3.Ay
kullanilacaktir.

Phosphate Buffer Saline | 2.740 TL Is Paketi 4.2°de kullanilacaktir. | 1.Ay-2.Ay

PBS

Toplam Tutar 95.110,83TL + %18 KDV =112.230,78 TL

Talep Edilen Toplam 112.230,78 TL

Tutar

8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi
Tirkiye’de 9 milyon 20 bin kisi diyabet rahatsizligi ile miicadele etmektedir. Diyabet

hastalarinda meydana gelen normal yaralarin enfekte olmasi1 sonucunda kronik yaralar olusur.
Diyabet rahatsizligt sonucunda olusan yararlarin dogru bir sekilde bakimi yapilmazsa

diyabetik iilsere donligme ihtimali oldukca yiiksektir. Bu durum diyabet hastalari i¢in zor bir
stirectir ¢iinkii iyilesmesi zaman alirken olduk¢a da maliyetli bir durumdur. Proje sonunda
yapilacak olan yara Ortiisiiniin hedefi iyilesme stiresini ve maliyetini diigiirmektir.
Tasarlanacak olan yara ortusiiniin normal yaralar yerine 6zellikle enfeksiyonlu yaralarin
tedavisinde kullanilmasimin nedeni ise hiicre disi matrisini taklit edebilen ve nem cekici
ozelligi olan GelMa ile antimikrobiyal peptitin konjuge edilmis olmasidir.

Bu projde diyabetik iilser yaralarina sahip olan hastalara hitap edecektir. Ayrica diyabetik
lilser yarasi aslinda bir enfeksiyon yarasi oldugu i¢in normal enfeksiyonlu yaralara sahip
hastalarda da kullanilabilir.
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Proje kapsaminda olusabilecek 3 biiyiik risk vardir.
1. GelMa hidrojeli olusturulurken UV 1sm1 ile etkilesiminden sonra jellesmemesi

problemi olabilir. Jellesmeme probleminin diizelmesi igin UV 1ginin parametreleri
degistirilerek problem ¢Ozilebilir.

Peptid sentezi katt madde asamali {iretilecegi i¢in peptid dizilerindeki sekans hatalar1
peptid dizilerinin, saflastirilmast ve karakterizasyonu sirasinda belirlenecektir ve bu
durum peptidin etkinligini etkileyeceginden potansiyel bir risk olarak goriiliir. Sekans
hatalarinin sebebi sentez sirasinda amino asitlerin yan reaktif grubu ile dnceki amino
asitlerin reaksiyona girmesi veya eklenmesi digerlerine gore daha zor olan amino
asitlerin varhig: ile ilgilidir. Belirli bir aminoasitin peptid zincirine eklenirken zorluk
cekilmesi durumunda N-ethyl-diisopropylamine (DIEA) ve HBTU (O-benzotriazole-
N,N,N,N’-tetramethyl-uronium-hexafluoro-phosphate)  gibi  ekleme
(couplingagents) farkli konsantrasyonlarda birlikte kullanimi ile reaksiyon
tekrarlanacaktir. Bu konsantrasyonlar literatiirde belirtildigi sekilde kullanilacaktir.
Peptidlerin hidrojel ylizeyindeki konjugasyonu sonucunda verimin yeterli olmamasi ve
buna bagli olarak peptid ylizey konsantrasyonunun diisiik olmasi ve hidrojel
tabakasinin immobilize etkinliginin diisik olmasi bir risk olusturur. Peptid
konjugasyonunda uygulanan yontemin yeteri kadar verimli olmamasi durumunda ve
buna bagl olarak etkin konjugasyon elde edilememesi durumunda farkli konjugasyon
yontemleri denenecektir.

ajanlariin

RISK SKORU BELIRLEME MATRISI
OLASILIK
X 1 4 5
ETKI COK HAFIF HAFIF COK CIDDI
1 1 2
COK AZ [HMAL [HMAL
EDILEBILIR EDILEBILIR
2 2
AZ [HMAL
EDILEBILIR

ORTA
4
YUKSEK
5
COK

YUKSEK
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Tablo 9.1.Risk Haritasi

ETKI | OLASILIK | RISK PUANI
RISK 1 GelMa’nin UV 1ginindan sonra jellesme 2 2
problemi
RISK 2 Peptit dizisindeki sekans hatalar1 sonucu 1 2
peptitin etkinliginin etkilenmesi
RISK 3 Peptit ile hidrojel konjugasyonu 2 3
sonucunda verimin yeterli olmamasi

Tablo 9.2. Risk-Olasilik Tablosu
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