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Bu ¢alisma “Kurkumin Igceren Makrogozenekli ve Antibakteriyel U¢ Boyutlu Nanofibroz
Yara Ortii Malzemelerinin Gelistirilmesi” baslikl1 Kariyer Baslangi¢ Projesi (FKB-2022-
19592) kapsaminda Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi tarafindan desteklenmistir. Sunulan tez calismasinda istenilen sekil ve boyutlarda
kurkumin yiikli ve makrogozenekli ii¢ boyutlu (3B) yara ortii malzemelerinin

gelistirilmesi amag¢lanmustir.

Calisgma kapsaminda ilk olarak geleneksel elektroegirme yontemi ile poli(e-
kaprolakton)/kitosan (PCL/Kit) ve kiitlece %5 ve %10 kurkumin igeren PCL-Kit
(swrastyla PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0) nanofibréz matrisler iiretilmistir. Daha
sonra bu matrisler, homojenizator aracilifiyla siispanse hale getirilmis ve kaliplara
dokiilerek dondurulduktan sonra liyofilize edilerek istenen boyutta ve geometride 3B
nanofibréz yara oOrtii malzemeleri basariyla iiretilmistir. Tez caligmast kapsaminda 3B
nanofibréz yara ortii malzemeleri gesitli fiziksel ve kimyasal yontemlerle detayli bir
sekilde karakterize edilmistir. Oncelikle, ATR-FTIR analizi ile iiretilen malzemelerin
kimyasal yapilari dogrulanmistir. Uretilen malzemelerde PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve
PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait su temas acilari sirasiyla 54° + 7°, 51° + 14° ve 57° + 9°



olarak 6l¢iilmiis ve yine bu gruplara ait su alim kapasiteleri tiim gruplar i¢in %400’iin
tizerinde bulunmustur. Yirmi sekiz giin boyunca gerceklestirilen in vitro biyobozunurluk
testlerinde tiim gruplar i¢in ~%3-4 arasinda kiitle kayiplar1 goriilmiistiir. Mekanik basma
testi sonucunda PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait 3B nanofibréz
yara Ortii malzemelerinin elastik modiilii sirasiyla 7,6 = 1,2 kPa, 15,8 £ 1,5 kPa ve 6,6 £
3,0 kPa olarak bulunmustur. Bilgisayarli tomografi goriintiilemesiyle tiim yara Orti
malzemelerin i¢in toplam gdzenekliligin ~%90 ve iizeri oldugu ve malzemelerde

makrogodzenekliligin basarili bir sekilde saglandig1 gosterilmistir.

Uretilen malzemelere yiiklenen kurkumin icin enkapsiilasyon verimi PCL-Kit-Kur5
grubu i¢in %60,8 + 2,5, PCL-Kit-Kur10 grubu i¢in ise %72,5 + 2,8 olarak bulunmustur.
Ayrica, kurkumin yiikli 3B nanofibréz yara ortli malzemelerinin kurkumin salim
profilleri ¢ikarilmig ve salim kinetikleri matematiksel modeller ile analiz edilmistir. PCL-
Kit-Kur5 grubu i¢in en yiiksek korelasyon Higuchi modeli ile, PCL-Kit-Kur10 grubu i¢in

en yiiksek korelasyon ise sifirinci derece kinetik model ile gerceklesmistir.

Yara oOrtii malzemeleri ile yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 sonucunda sitotoksik etkiler
gbzlenmemistir. Ayrica, bu ¢alismalar sonucunda kurkumin iceren 3B nanofibroz yara
ortii malzemelerindeki hiicrelerin 6zellikle kiiltiiriin ilk 7 giinii boyunca diger gruplara
gore ¢ok daha yiiksek mitokondriyal aktiviteye sahip olduklari goriilmiistiir. Taramali
elektron mikroskobu goriintiileri incelendiginde, 2B nanofibr6z matrislerde hiicre
yapismasi ve yay1lmasinin basarili bir sekilde gergeklestigi ancak bu yayilmanin yalnizca
malzeme yiizeyinde kaldig1 tespit edilmistir. Bunun aksine, 3B nanofibroz yara ortii
malzemelerinde hiicrelerin makrogozenekler etrafinda malzeme derinliklerinde bile
yapisip yayildiklart ve hiicre-malzeme ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin basarili bir sekilde

olustugu gorilmiistiir.

Sonug olarak, tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan iiretim yontemi ile farkli boyut ve
sekillerde makrogozeneklilige sahip; hiicre yapismasi, gocii ve proliferasyonunu
destekleyen 3B nanofibréz yara ortli malzemeleri basarili bir sekilde iiretilmistir. Tez
sonucunda iiretilen 3B yara Ortii malzemelerinin, gelecekte yapilacak olan ¢aligmalar ile
gelistirildikten ve in vivo c¢aligmalarla detayli olarak incelendikten sonra, deri doku

miihendisligi alaninda klinik olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Geleneksel elektroegirme, dispersiyon  sekillendirme,

makrogozeneklilik, kurkumin, yara ortii malzemesi
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This study was financially supported by Hacettepe University Scientific Research
Projects Coordination Unit with a career initiation project titled “Development of
Curcumin Loaded Macroporous Antibacterial Three-Dimensional Nanofibrous Wound
Dressing Materials” (FKB-2022-19592). The main goal of this thesis is to develop
curcumin loaded macroporous three-dimensional (3D) wound dressing materials that can

be manufactured in desired shapes and sizes.

Firstly, poly(e-caprolactone)/chitosan (PCL-Chi) nanofibrous matrices and curcumin
loaded PCL-Kit-Kur5 (5 wt% curcumin) and PCL-Kit-Kurl0 (10 wt% curcumin)
nanofibrous matrices are produced with traditional electrospinning method. Then, these
matrices are dispersed by using a homogenizer and poured into molds of various shapes
and sizes. After freeze-drying, 3D nanofibrous wound dressing materials are successfully
produced. These 3D nanofibrous wound dressing materials were characterized in detail
by various physical and chemical methods. First of all, the chemical structures of the
wound dressings were verified using ATR-FTIR analysis. Water contact angles of the 3D
nanofibrous wound dressings were measured as 54° + 7°, 51° + 14° and 57° £ 9° for the
PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5, PCL-Kit-Kurl0 groups respectively; the water uptake

capacities of the wound dressing materials were above 400% for the groups. In vitro



biodegradation tests were performed over 28 days and ~3-4% mass reduction is observed
for all groups. According to the mechanical compression tests, the elastic modulus were
found as 7,6 £ 1,2 kPa, 15,8 + 1,5 kPa and 6,6 + 3,0 kPa for PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5,
PCL-Kit-Kurl0 groups, respectively. The structures of the 3D nanofibrous wound
dressings are characterized by micro-computed tomography and the total porosity is

found to be ~90% or over for all the groups.

Loading efficiency and drug release studies were conducted for the curcumin loaded 3D
nanofibrous wound dressing materials. Encapsulation efficiency is calculated as 60,8 +
2,5% for PCL-Kit-Kur5 group and 72,5 + 2,8% for PCL-Kit-Kur10 group. To analyze
the curcumin release kinetics from the 3D wound dressing materials, drug release profiles
are fitted to mathematical kinetic models. The highest correlation was achieved with the
Higuchi model for PCL-Kit-Kur5 and with the zero-order kinetic model for PCL-Kit-
KurlO.

Lastly, cell culture studies were carried out and no cytotoxic effects are observed for any
nanofibrous wound dressing materials. In addition, it was observed that cells in 3D
nanofibrous wound dressing materials containing curcumin had much higher
mitochondrial activity compared to other groups, especially during the first 7 days of
culture. Scanning electron microscopy imaging is conducted and successful cell adhesion
and migration was observed on the 2D nanofibrous materials; however, these were
limited to only the surface of matrices. On the contrary, in 3D nanofibrous wound
dressing materials, it was observed that cells adhered and spread around macropores even

at material depths, and cell-material and cell-cell interactions were successfully formed.

In conclusion, 3D nanofibrous dressing materials with macroporosity in different sizes
and shapes were successfully produced with the production method used, and they
supported cell adhesion, migration, and proliferation. It is thought that the 3D wound
dressing materials developed in this thesis study can be used clinically in the field of skin
tissue engineering after being developed with future studies and examined in detail with

1n vivo studies.

Keywords: Conventional electrospinning, dispersion shaping, macroporosity, curcumin,

wound dressing materials
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1. GIRIS

Insan viicudunun birincil savunma mekanizmasi olan derinin; cesitli travmalar, yanik,
kesik ya da cerrahi miidahaleler ile hasarlanmasi sonucunda, viicudun hemostazi bozulur
ve viicut bakteriyel enfeksiyonlara karsi savunmasiz hale gelir. Olusan bu yaralarin hizli
bir sekilde tedavi edilmesi hasta saglig1 acisindan yiiksek dneme sahiptir. Yara iyilesmesi,
birbirini takip eden i) yaranin kanamasi, ii) enflamasyon cevabi, iii) hiicre ¢ogalmasi ve
iv) doku yeniden modellenmesini iceren kompleks ve dinamik bir siiregtir. Tiim bu
siiregler boyunca, yara bolgesinin enfeksiyondan korunamamasi hastalarda oliimciil
sonuglar dogurabilmektedir. Ayrica, hasarli deri bolgesinde olusan biiylik miktardaki
sivinin (eksiida) ortamdan hizli bir sekilde uzaklastirllamamasi1 da bakterilerin
cogalmasina ve enfeksiyonun artmasina neden olabilmektedir. Tiim bu nedenlerle, ideal
bir yara 6rtii malzemesinden, kanamanin durdurulmasi, enflamasyonun azaltilmasi, doku

rejenerasyonunu desteklemesi ve yara iyilesmesini hizlandirmasi beklenmektedir.

Yara iyilesmesinde siklikla kullanilan geleneksel yara ortii malzemeleri, yara bolgesine
yapigsma, yarayr kurutma, bakteriyel enfeksiyonu oOnleyememe, yeterli mekanik
Ozelliklere sahip olmama ya da doku rejenerasyon kapasitelerinin diisiik olmas1 gibi
dezavantajlara sahiptir. Alternatif olarak, modern yara Ortli malzemeleri yaranin
tyilesmesi i¢in gerekli fiziksel sartlar1 saglamanin yaninda; yara iyilesme siirecini de aktif
bir sekilde desteklemeyi amaglamaktadir. Bu tiir yara ortii malzemeleri, bircok deri
hasarinin tedavisinde etkili bir sekilde kullanilmaktadir; fakat bu malzemelerin de 6nemli
eksiklikleri bulunmaktadir. Ornegin, mekanik dzellikleri zayif olan hidrojeller, eksiida
emiliminde yetersiz kalarak yara bolgesinde iltihapli stvinin birikmesine yol acabilmekte
ve yaranin enfeksiyon riskini artirabilmektedir [1]. Benzer sekilde hidrokolloidler ve
filmler de fazla eksiidalar1 emmekte yetersiz kalabilmekte ve enfeksiyona sebep
olabilmektedir [2]. Kopiikler ve aljinatlar ise nemli yaralar i¢cin uygun olmalarina ragmen,
yaray1 fazla kurutabildiklerinden kuru yaralar i¢in uygun degildir [2]. Bu nedenle, yara
tyilesmesi i¢in tim bu dezavantajlar1 giderebilecek yeni biyomalzemelere ihtiyac

duyulmaktadir.

Nanofibroz matrisler, yiliksek sizinti absorpsiyonlari, oksijen gegirgenligi ve ylizey
alani/hacim oranlar1 gibi istiin 6zellikleri nedeniyle, modern yara Ortii malzemeleri
arasinda On plana ¢ikmaktadir. Nanofiber yapida biyomalzemelerin iiretiminde,

elektroegirme yontemi basit olusu, ucuz ekipmanlar gerektirmesi ve c¢ok farklh



fonksiyonaliteye sahip nanofiber yapilar tiretebilmesi nedeniyle en ¢ok kullanilan yontem
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ancak, geleneksel elektroegirme yontemiyle elde edilen
biyomalzemeler, sikica paketlenmis bir diizene sahip nanofiber katmanlarindan olustugu
icin elde edilen son iiriin kiiciik gozeneklere ve diisiik kalinliga sahip iki boyutlu (2B)
yapilardir. Bu yapilar, yara iyilesmesinde etkinligi bilinen biyoaktif ajanlar i¢in uygun
tasiyic1 ozellikler gosterse de kiigiik gozenekleri ve diisiik kalinliklar1 nedeniyle yara
bolgesindeki ekslidanin uzaklagtirilmasinda yetersiz kalabilmekte ve ayrica doku
rejenerasyonunu saglayacak olan hiicrelerin malzeme derinlikleri boyunca gogiine izin
vermeyerek fonksiyonel doku olusumunu da kisitlayabilmektedir. Tiim bu sebeplerden,
makrogozeneklere sahip ve hiicre dis1 matrisin (HDM) {i¢ boyutlu (3B) yapisin1 daha i1yi
taklit edebilen nanofibr6z matrislerin {iretiminde yenilik¢i yaklasimlara ihtiyag

duyulmaktadir.

Elektroegirme yontemi ile elde edilen nanofiber yara ortlii malzemelerinin bir¢ok temel
ozelligi kullanilan polimerlere gore sekil almaktadir. Tez ¢alismast kapsaminda, ABD
Gida ve llag Dairesi tarafindan onaylanmis, doku rejenerasyonu ve yara Ortiisii
uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan ve sentetik bir polimer olan poli(e-kaprolakton)
(PCL) ile yine bandajlarda ve diger hemostatik uygulamalarda kullaninmi ABD Gida ve
[lag Dairesi tarafindan onaylanmis dogal bir polimer olan kitosan kullanilmistir. Poli(e-
kaprolakton)  ozellikle yiliksek biyouyumlulugu ve mekanik ozellikleri sebebiyle
elektroegrilmis nanofiberlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir [3]. Ancak,
PCL nanofibroz matrislerin, hidrofobik 6zellikleri nedeniyle hiicrelerin ¢ogalmasi ve
go¢li i¢in uygun bir mikrogevre olusturamadigi da gosterilmistir [4]. Bu nedenle,
nanofiberlerin hidrofilisitesini iyilestirmek i¢in ¢esitli hidrofilik biyomalzemelerin PCL
ile karisim yapilarak kullanilmasi yaygin bir uygulamadir [4]. Tez ¢aligmas1 kapsaminda
PCL’nin hidrofilisitesinin  artirllmast amaciyla biyouyumlu, biyobozunur ve
antibakteriyel dogal bir polimer olan ve insan viicudunda bulunan enzimlerle toksik

kalint1 tiretmeden pargalanabilen kitosan kullanilmistir [5, 6].

Yara iyilesmesinin hizlandirilmast ve etkin iyilesmenin saglanmasit amaciyla,
biyomalzemeler cesitli biyoaktif ajanlarla desteklenebilmektedir. Ideal bir yara iyilestirici
ajanin, yaray1 bakteriyel enfeksiyondan korumasi, enflamasyonu azaltmasi ve hasarl
dokuyu yeniden yapilandirmak ig¢in hiicre gogiinii ve proliferasyonunu uyarmasi
beklenmektedir [ 7]. Antienflamatuar ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1 kurkumin yara

tyilestirme potansiyeli olduk¢a yiiksek bir dogal bilesiktir ancak bu molekiiliin kararlilig1



ve biyoyararlanimi diisiiktiir [8]. Ayrica, kurkuminden tiiretilen in vivo {iriinler de ¢ok
diisiik biyoaktiviteye sahiptir [9]. Bu sinirlamalar, kurkuminin stabilitesini ve
biyoyararlanimini artirmak i¢in uygun tastyicilarin gelistirilmesine yonelik ¢alismalarin
artmasina yol agmistir. Nanofiberler, yapilar1 sebebiyle ilaclarin kontrollii bir sekilde
salinmasina olanak saglar [10]. Bu tez ¢calismasinda, elektroegirme yontemi ile iiretilen
3B nanofiber yara Ortii malzemeleri araciligiyla kurkuminin kontrolli salimi

hedeflenmistir.

Sunulan tez kapsaminda saglikli dokuyu iyi taklit edebilecek nanofiber yapili, 3B
elektroegirme yontemi ile liretilmis, makrogdzeneklere sahip, biyouyumlulugu yiiksek ve
biyoaktif ajan olarak kurkumini kontrollii bir sekilde salabilen bir yara ortii malzemesi
gelistirilmesi amaclanmistir. Bu amacla, tez kapsaminda ilk olarak, elektroegirme
yontemiyle kurkumin igeren PCL/kitosan 2B nanofibroz matrisler hazirlanmistir.
Devaminda 2B nanofibréz matrisler sulu bir organik ¢oziiciide siispanse hale getirildikten
sonra bir kaliba dokiilmiis ve dondurarak kurutma sonrasinda kalip igerisinde
makrogdzenekli 3B nanofibroz yara drtii malzemeleri iiretilmistir. Uretilen 3B nanofibroz
yara Ortli malzemelerinin detayli fizikokimyasal karakterizasyonlar1 gergeklestirilmistir.
Gelistirilen yara Ortii malzemelerinden kurkumin salim mekanizmasini belirlemek icin
sifirinct derece (zero-order), birinci derece (first-order), Higuchi ve Korsmeyer-Peppas
kinetik modelleri kullanilarak salima en uygun model ve model parametreleri
belirlenmistir. Ayrica, antibakteriyel calismalar Escherichia coli (E.coli) ve
Staphylococcus aureus (S.aureus) ile, biyouyumluluk ¢aligmalari ise 1929 fare fibroblast
hiicreleriyle gerceklestirilmistir. Son olarak, biyomalzeme hiicre etkilesimleri insan
dermal fibroblast hiicreleriyle (HDF) ger¢eklestirilen hiicre kiiltlirii caligmalariyla

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu béliimde, yapilan tez ¢alismasinin temelini olusturan konular literatiir arastirmasi ile
birlikte ayrmtili olarak sunulmustur. Oncelikle, deri ve yara fizyolojisi hakkinda genel
bilgiler; yara iyilesmesini etkileyen faktorler ve yara iyilesme fazlari anlatilmistir.
Sonraki boliimlerde geleneksel ve modern yara 6rtii malzemeleri agiklanmis ve 6zellikle
nanofibréz yara Ortii malzemeleri detaylandirilmigtir. Son olarak, geleneksel
elektroegirme yontemi ile ilgili bilgiler verilmis; 3B nanofibrdz yara 6rtii malzemelerinin
iiretim yontemleri ve avantajlarina deginilmis; nanofiber yara ortli malzemelerinde

kullanilan polimerler ve biyoaktif ajanlar agiklanmustir.

2.1. Deri

Deri, viicudun en biiyiik organidir, ortalama bir yetigkinde 7.600 cm?'yi kaplar ve bir
kisinin viicut agirhiginin yaklasik %15'ini olusturur. Sag, bezler ve tirnaklar gibi yapilar
ile birlikte viicudun ortii sistemini olusturur. Viicudun belirli bélgelerinde metabolik
islevlere gore farklilik gosteren bir yapiya sahiptir [11]. Siirekli degisen dig ortam ile
viicudun i¢ ortami arasinda dinamik bir arayiiz rolii oynayan deri, hemostazin
korunmasina yardimer olur. Deri, milyonlarca duyu alicis1 ve genis damar agi ile biiyiik
bir sisteme dahildir. Cevre ile iletisime izin verdigi gibi viicudu mekanik, kimyasal ve
biyolojik dis etkilere karsi koruyucu bir role de sahiptir [12]. Ayni1 zamanda, cildin
yuzeyindeki yagli salgilar, viicudu su ge¢irmez hale getiren ve cogu patojenin biiylimesini
geciktiren asidik bir koruyucu film (pH 4.0-6.8) olusturur. Deri, viicut boyunca degisken
bir kalinlik gésterir. Ornegin, ayak tabanlar1 ve avug igi gibi viicudun aginmaya maruz

kalan kisimlarinda kalin iken goz kapaklarinda ve kulak zarinda ise en ince yapidadir
[11].
Deri ii¢ katmandan olusur, bunlar en distan iceriye dogru olmak iizere: epidermis, dermis

ve hipodermistir (Sekil 2.1). Embriyolojik olarak epidermis ektodermal kokenli iken

dermis ve hipodermis mezodermal kokenlidir [13].
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Sekil 2.1. Deri dokusunun histolojik yapis1 ve bilesenleri [14].

Derinin yapisindaki en biiyiik bilesenlerden birisi deriye esneklik, gerilme mukavemeti
ve sikistirilabilirlik 6zelliklerini veren HDM’dir. Temel olarak HDM, hiicrelere yapisal
destek saglamak i¢in hiicresel bilesenler, ¢esitli biiyiime faktorleri, sitokinler, iyonlar ve
fonksiyonel proteinler, proteoglikanlar ve sinyal molekiillerinden olusan heterojen bir
yapidir. Hiicre dis1 matrisin, biiylime, yara iyilesmesi ve hiicre sinyallesmesinde de
onemli roller oynadigi bilinmektedir. Ayrica HDM'nin biyomekanik etkilesimler yoluyla
hiicre ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve gociinii yonlendirebildigi de gosterilmistir [15].
Hiicre dig1 matriste kollajen fiberlerin yogun olarak bulundugu diisiik gézenekli alanlar
hiicre gecisine izin vermezken, kollajen fiberlerinin daha az yogun bir sekilde bulundugu
yiiksek gozenekli alanlar hiicre gecisine izin vermektedir. HDM’nin goézenekli
yapisindaki bu ¢esitlilik, hiicrelerin gd¢iinii, yapismasini, hiicresel uzantilarin yénelimini
ve hiicrelerin dizilim diizenini kontrol etmektedir [16]. Hiicre dis1 matrisin yapisindaki

kollajen fiberler ve HDM nin gozenekli yapis1 Sekil 2.2°de gosterilmistir.

Sekil 2.2. (a) HDM nin yapisindaki kollajen fiberler [17] ve (b) HDM’nin gdzenekli
yapisini gosteren taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri [15].



2.1.1. Epidermis

Epidermis derinin en distaki tabakasidir. Ektodermden koken alan epidermis, ¢ok kath
yass1 epitel dokudan olusur ve kalinligr 0.007 — 0.12 mm arasinda degisir. Yiizeyel
katmanlarinin tamamai 6lii hiicrelerden olusur. Epidermis, bulundugu yere bagh olarak,
dort veya bes katmandan olusabilir. Avug i¢i ve ayak tabanlarinin epidermisi bes katmana
sahiptir ¢ilinkii bu alanlar fazla siirtinmeye maruz kalir. Viicudun diger tiim bolgelerinde
epidermisin sadece dort katmani vardir [11]. Epidermis, dermisin papiller tabakasindan
bir bazal membran ile ayrilir. Epidermis kan damari icermez ve papiller tabakanin kilcal
damarlarindan diflizyonla beslenir. Epidermisin ¢ogu hiicresi keratinosit hiicreleridir.
Keratinositler, epidermisin yapisal giicii ve gecirgenlik ozelliklerinden sorumludur.
Keratin proteinleri cildi su gecirmez hale getirir ve mikroorganizmalar1 da digarida tutar
[11]. Ayrica melanositler, Langerhans hiicreleri ve Merkel hiicreleri de epidermiste
bulunur. Langerhans hiicreleri, makrofajlar ve dendritik hiicreler ile birlikte derideki

immiin sistemin savunma mekanizmalarinda rol alir [12].

2.1.2. Dermis

Dermis tabakasi, epidermal tabakanin altinda bulunur. Dermis ana hiicreleri
fibroblastlardir ve bu hiicreler dermisin hiicre dis1 matrisini {iretir. Dermisin kuru
agirhigmin yaklasik %70°1 kollajen fiberlerden olusur. Kollajen fiberlerin dermiste
olusturdugu ag yapi, deriye giic ve dayaniklilik saglar. Dermisteki genis kan damari ag,
epidermisin canli kismina besin saglar, viicut 1sisin1 ve kan basincini diizenlemede de
onemli bir rol oynar [11]. Sinir uglar, kil folikiilleri, diiz kaslar, bezler ve lenf damarlar1
da dermiste bulunur. Sinir uglar1 yap1 ve islev bakimindan gesitlilik gdsterir: agri, kaginti
ve sicaklik algilamada serbest sinir uglart; hafif dokunuslari algilamada sag¢ folikiil
reseptorleri; derin basing algilamada Pacinian cisimcikleri; deride iki noktada eszamanli
uyarty1 algilamada Meissner cisimcikleri; ve siirekli dokunma veya basing algilamada

Ruffini cisimcikleri rol alir [12].

2.1.3. Hipodermis

Hipodermis veya deri alt1 doku aslinda derinin bir parcasi degildir, ancak dermisi alttaki
organlara baglar. Hipodermis, esas olarak gevsek bag dokusundan ve kan damarlariyla i¢
ice geemis yag hiicrelerinden (adiposit) olusur. Hipodermisteki yag dokusu miktari

viicudun bulundugu bodlgeye ve bireyin cinsiyetine, yasina ve beslenme durumuna gore



degisir. Hipodermis, lipidleri depolamada, viicudu yalitmada ve sicaklig1 diizenlemede

rol oynar [11, 12].

2.2. Yara

Yara; yanik, travma, ameliyat veya yirtilma gibi cesitli sebepler ile derinin veya
mukozanin biitiinliigliniin bozulmasidir. Viicudumuzun birincil savunma mekanizmasi
olan derinin hasarlanmasi sonucunda, viicudun hemostazi bozulur ve viicut bakteriyel
enfeksiyonlara karsi savunmasiz hale gelir. Deri yaralanmalar1 hastanin sagligimi ve
yasam kalitesini ciddi oranlarda tehdit eden ve hizli tedavi edilmesi gereken bir durum
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Yaralanmalarin boyutuna ve derinligine bagl olarak, yara
tyilesmesi de karmasik bir fizyolojik siire¢ haline gelebilmektedir. Yara iyilesmesinin tam
olarak gerceklesebilmesi i¢in, iyilesme siirecindeki tiim adimlarin (hemostaz,
enflamasyon, proliferasyon ve matilirasyon) eksiksiz ve kesintiye ugramadan
gerceklesebilmesi biiyilk 6nem tagimaktadir [18]. Ayrica bu siire¢ boyunca yaranin

enfeksiyon riskine kars1 korunmasi da hasta sagligi1 agisindan gereklidir.

2.2.1. Yara Cesitleri

Yaralarin siniflandirilmasinda birgok kistas kullanilmaktadir. Etiyolojisine gore yaralar;
cerrahi yaralar, delici yaralar, ezik yaralar1 ve yanik yaralar1 olarak siniflandirilabilir.
Siiresine gore yaralar; akut ve kronik olarak siniflandirilir. Akut yaralar, 6ngoriilebilir bir
siire icerisinde 1yilesen ve genelde travma sonucunda olusan yaralar iken kronik yaralar
ise zamanla tekrar eden ve dngoriilebilir bir siire icerisinde iyilesmeyen yaralardir. Deri
biitiinliigline goére yaralar; derinin biitiinliigiiniin korundugu kapali yaralar ile deri

biitiinliigiiniin bozuldugu agik yaralar olarak siiflandirilir [18].

Yaralarin kontaminasyon derecelerine gore siniflandirilmasinda, ABD Hastalik Kontrol
ve Korunma Merkezleri tarafindan olusturulan ve dort siniftan olusan sistem yaygin
olarak kullanilmaktadir. Smif 1- Temiz yaralarda enflamasyon yoktur; gastrointestinal,
solunum ve iireme-bosaltim sistemlerine girilmemistir. Siif 2- Temiz-kontamine
yaralarda gastrointestinal, solunum veya lireme-bosaltim sistemlerine kontrollii olarak
girilmis ve aligilmisin disinda bir kontaminasyon olmamustir. Sinif 3- Kontamine yaralar,
acik ve yeni travmatik yaralar ile piiriilan olmayan enflamasyon bulunan yaralari
kapsamaktadir. Smif 4- Kirli ve enfekte yaralar ise 6lii doku veya yabanci cisim bulunan
yaralari, disardan kirlenmis yaralar1 ve bakteriyel enfeksiyon gozlenen yaralari

kapsamaktadir [18].



2.2.2. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesi, hiicreler ve mediatorler (diizenleyiciler) arasindaki kompleks bir dizi
reaksiyon ve etkilesim ile meydana gelir. Yapilan aragtirmalar ile her yil yeni mediatorler
kesfedilmekte ve hiicresel etkilesimler konusundaki bilgi birikimi artmaktadir. Bu siirecin
karmasiklig1 sebebiyle yara iyilesmesinin gecikmesine, kimi durumlarda ise tamamen

durmasina yol acabilecek bir¢ok faktor bulunmaktadir.

Cizelge 2.1. Yara iyilesmesini etkileyen lokal ve sistemik faktorler [19].

Lokal Faktorler Sistemik Faktorler
Oksijenasyon Yas ve Cinsiyet

Damarlanma Stres

Enfeksiyon Diyabet

Yabanci Cisim Iyilesmeyi Etkileyen Hastaliklar

Savunma Sistemini Etkileyen Hastaliklar

Obezite ve Beslenme

Genel olarak, yara iyilesmesini etkileyen faktorler lokal faktorler ve sistemik faktorler
olarak ikiye ayrilir. Lokal faktorler, spesifik bir yarayr ve bu yaranin iyilesmesini
dogrudan etkileyen faktorlerdir. Sistemik faktorler ise hastanin genel iyilesmesini
etkileyen hastanin yasi, genel saglik durumu gibi tiim durumlardir. Lokal ve sistemik

faktorler Cizelge 2.1°de 6zetlenmistir.
2.2.2.1. Lokal Faktorler

Oksijenasyon ve damarlanma hiicre metabolizmasinda biiylik bir rol oynamaktadir.
Yaranin ilk olusumunda mikrogevredeki hiicreler yiiksek oranda oksijen tiikettiginden
hipoksik bir ortam olusmaktadir. Sonrasinda oksijenlenmenin tekrar saglanmamasi
halinde yara iyilesmesi sekteye ugramaktadir [20]. Enfeksiyona kars1 direng gelistirilmesi
ve yeni doku olusumu i¢in de yaranin oksijenlenmesi yliksek Oneme sahiptir [21].
Yaranin yetersiz damarlanmasi sonucunda oksijenasyon saglanamayacagindan, bu durum

da benzer sekilde yara iyilesmesini geciktirmektedir [19].

Enfeksiyon, yara iyilesme siirecini geciktiren faktorlerden birisidir. Normal bir yara
tyilesme siirecinin enflamasyon fazinda yara cevresindeki bakterilerin giderilmesi

gerekir; bu bakterilerin giderilememesi durumunda yara enfekte olabilmektedir. Bu



durum, enflamasyon faziin uzamasina sebep olarak yara iyilesmesini geciktirir [19, 22].
Yaranin ¢evresinde biriken eksilidalar bakterilere uygun ortam olusturacaklarindan,
enfeksiyonun engellenmesi i¢in bu sizintilarin hizli bir sekilde uzaklagtirilmasi 6nemlidir

[23].

Yabanci cisim, yara bdlgesinde bulunan ve yaranin kapanmasini engelleyen; cam,
kiymik, 6lii doku vb. her tiirlii maddeye verilen genel isimdir. Yabanci cisimler yara
cevresinde bakterilerin yasayabilecegi bir ortam olusturarak enflamasyon siirecinin
uzamasina ve epitelizasyonu engelleyerek yara iyilesmesinin durmasina sebep olur. Yara

cevresinden yabanci cisimler uzaklastirilmadan tam olarak iyilesme gergeklesemez [22].
2.2.2.2. Sistemik Faktorler

Etkili bir yara iyilesmesi siirecinin gergeklesmesi i¢in saglikli bir viicut metabolizmasi
¢ok Onemlidir. Viicut metabolizmasinda bozulmaya yol agan tiim durumlar yara
iyilesmesini de dolayli yoldan etkilemektedir. Yash insanlarda enflamatuar cevap ve
epitelizasyon agamalar1 daha yavas gerceklestiginden yara iyilesmesi gecikebilmektedir.
Ayrica ileri yas, birgok risk faktorii ile ilintili oldugu i¢in de yara iyilesme siirecini
etkileyen bir faktor olarak One ¢ikmaktadir. Obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar,
solunum yolu hastaliklar1 vb. oksijenlenmeyi etkileyerek dolayli yoldan yara iyilesmesini
geciktirir. Benzer sekilde immiin rahatsizliklar da enflamasyon sathasinda bakterilerin
giderilmesini  engellediginden yara iyilesmesinde gecikmeye yol agar. Stres;
kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, kanser gibi bir¢ok hastalik ile ilintilidir ve yiiksek
stresin bagisiklik sistemini etkiledigi de bilinmektedir. Beslenme ise genel metabolizmay1
ve ozellikle epitelizasyonu etkiledigi i¢in yara iyilesmesini etkileyen faktorler arasinda

sayilmaktadir [19, 22].

2.2.3. Yara lyilesme Fazlan

Yara iyilesme siireci, birbiri ile Ortiisen, diizenli ve her biri 6nemli dort temel fazdan
olusur. Bu fazlar hemostaz, enflamasyon, proliferasyon ve matiirasyon olarak adlandirilir
(Sekil 2.3). Bu fazlarda gergeklesen olaylar, saglikli, hizli ve tam bir yara iyilesmesinin
gerceklesmesi icin dnemlidir [19]. Siirecte yasanan kesintiler veya diizensizlikler yara
iyilesmesinin gecikmesine veya kimi durumlarda tamamen durmasina neden
olabilmektedir. Diizensiz bir yara iyilesmesi siirecinin siirekli olarak tekrar etmesi, kronik

yaralarin olusumuna ve yara izi olusumuna da sebep olabilmektedir [24]. Bu sebeple, yara



tyilesme siirecinin iyi anlasilmasi ve gerektiginde bu siirecin desteklenmesi, saglikli bir

yara iyilesmesinin saglanmasi agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir.

Yara l|<abugu

Epidermis

Kollajen

Dermis

Hipodermis

Monositler

~— Yeniden
¢ | Sekillenme

Keratinosit (@]

Proliferasyon Matiirasyon

. Plateletler @ Nétrofiller ‘- Fibroblastlar
@ Makrofajlar <= Endotelyal Hicreler _#5 Bakteriler

Sekil 2.3. Yara iyilesme fazlar1 [25].
2.2.3.1. Hemostaz

Hemostaz fazi, yaralanmadan hemen sonra damarlarin daralmasi ve fibrin pihtisi olusumu
ile baglar. Bu faz yaklagik olarak 1-3 giin boyunca siirer. Yara olusumu sirasinda agiga
c¢ikan kollajen, pihtilagsma asamasini aktive eder. Pihti; kollajen, trombositler, trombin ve
fibronektinden olusur ve bunlar enflamatuvar yaniti baglatan sitokinleri ve biiylime
faktorlerini serbest birakir. Pihti igerisinde bulunan trombositler, makrofajlar1 ve
fibroblastlar1 ¢eken ve aktive eden trombosit kaynakli biiyiime faktorii gibi faktorleri de
salgilamaktadir. Fibrin pihtisi, yara c¢evresine go¢ eden notrofiller, monositler,

fibroblastlar ve endotel hiicreleri i¢in gegici bir hiicre dis1 matrisi saglar [1, 19, 22, 26].
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2.2.3.2. Enflamasyon

Enflamasyon fazi, hemostaz fazindan sonra ger¢eklesir ancak hemostaz fazi ile 6nemli
Olciide oOrtlislir [24]. Bu faz esas olarak gereksiz doku hasarini 6nlemeyi ve patojenik
organizmalar ile yabanci kalintilar1 ortadan kaldirmayi amagclar. Enflamasyon fazi,
fagositik notrofiller ve makrofajlar gibi kan hiicrelerinin yara bolgesine gog¢ etmesi ile
baglar. Fagositler baslangicta yabanci partikiilleri uzaklastirirken, ayni zamanda
enflamasyon fazinin sonuna dogru fibroblast gociinii ve proliferasyonunu tesvik etmek

icin uygun sitokinleri de serbest birakir [27].

Enflamasyon fazinda yara bolgesine notrofil ve monosit gecisini kolaylastiran karmagsik
bir dizi molekiiler sinyaller rol almaktadir. Akut bir yarada, yaral1 hiicreler oliir ve tirik
asit, DNA, RNA, hiicre dis1 matris bilesenleri gibi hiicresel igerikler aciga ¢ikar. Bu
tirtinler, hasar iliskili molekiiler paternler (DAMP’ler) olarak adlandirilmaktadir. Yara,
bir patojen tarafindan kontamine olmus ise, patojen iliskili molekiiler paternler
(PAMP’ler) de yara ortamina salinmaktadir. Lokal dokuda yerlesik hiicreler, tizerindeki
reseptorler ile bu tehlike sinyallerini tanir ve bu da yerel hiicrelerin aktivasyonuna yol

acar. Bu aktivasyon ile enflamasyon yanitin1 artiracak sinyal yolaklar1 indiiklenir [24].

Notrofiller, yeni olusmus bir yarada en ¢ok bulunan enflamasyon hiicrelerini temsil
etmektedir. Temel vazifeleri hiicresel kalintilar1 gidermek ve enfeksiyonu onlemektir.
Nekrotik hiicrelerden saliman DAMP’lerin, noétrofilleri yara bolgesine toplayan ilk
sinyaller oldugu diisiiniilmektedir. Notrofiller, patojenleri fagosite ederek ve sonrasinda
reaktif oksijen tiirleri, proteazlar veya antimikrobiyal proteinler yoluyla bu patojenleri
Oldiirerek yara enfeksiyonuna karsi savunmada rol alir. Patojenleri temizlemeye ek
olarak, nétrofillerin ayrica enflamasyonu diizenleyici ve anjiyogenezi destekleyici etkileri

de gosterilmistir [18, 19, 22, 24].

Makrofajlar; anjiyogenezde, fibroplazide, hiicre proliferasyonunda ve enflamasyon
fazindan sonraki fazlara gegiste kritik bir rol oynamaktadir. Baglangicta makrofajlar, 6li
hiicreleri, nekrotik dokular1 ve toksik metabolitleri dokulardan yapisal olarak temizleyen
ve uzaklastiran fagositik monosit tiirevli hiicrelerdir. Yaralanmadan sonra, bu hemostatik

islevler, doku onarimini kolaylastirmak i¢in ¢esitli uyaranlarla giiclendirilir [18, 24].
2.2.3.3. Proliferasyon

Proliferasyon fazi, yaralanmadan sonra yaklasik 3. giinde baslar ve 2-4 hafta siirer [18].

Bu faz; epitelizasyon, revaskiilarizasyon ve graniilasyon dokusunun olusumunu
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kapsamaktadir. Enflamasyon asamasinda aktif hale gelen makrofajlar, anjiyogenez
faktoriinii ve fibroblast uyarici faktorii salmaya baglar. Fibroblast uyarici faktorler,
fibroblastlar1 kollajen ve glikozaminoglikanlar {iretmek tizere aktive eder ve yara
bolgesine kan saglayan yeni kilcal damarlarin gelisimini baslatir. Fibroblastlar, yap1
taslar1 olarak kollajeni kullanarak hiicre biiyiimesini desteklemek i¢in gerekli olan yeni
hiicre dis1 matrisi iireterek yara iyilesme silirecinde ¢ok 6nemli bir rol oynamaktadir [19].
Hasardan yaklagik 4 giin sonra yara bdlgesinde graniilasyon dokusu olusumu baslar.
Fibroblastlar ve makrofajlar tarafindan salgilanan vaskiiler endotel biiyltime faktorii
(VEGF) ve fibroblast biiylime faktorii, anjiyogenez ve fibroplazileri tesvik ederek
graniilasyonun gergeklesmesini saglar. Fibroblastlar daha sonra fenotipik olarak
miyofibroblastlara doniisiir ve yara kapanmasini saglayan biiziicii bir kuvvet olustururlar
[18]. Graniilasyon fazi ve doku birikimi siirecinde, kilcal damarlar tarafindan saglanan
besinlere ihtiyag duyulmaktadir. Yeterli besin saglanamadigi takdirde kronik olarak
iyilesmeyen bir yara olusabilir [22].

2.2.3.4. Matiirasyon

Matiirasyon (yeniden sekillenme) fazi, yara iyilesmesinin en uzun evresidir ve sentez ile
bozunma arasindaki hassas dengenin gerceklestigi fazdir [1]. Anjiyogenezin
yavaglamasin1 ve graniilasyon dokusundan yara izine gegisi icerir. Bu gecis sirasinda
graniilasyon dokusundaki tip I1I kollajen, tip I kollajen ile degistirilir [24]. Klinik olarak,
matiirasyon fazi en dnemli basamaklardan biridir. Bu asamanin ana 6zelligi, HDM nin
normal dokuya benzer bir mimariye gore yeniden sekillenmesidir [19]. Kollajen sentezi
yaralanmadan sonra en az 4-5 hafta boyunca devam eder. Zamanla, ilk kollajen iplikleri
emilir ve tip I kollajen biriktirilerek stres hatlar1 boyunca diizenlenir [22]. Ayrica
matiirasyon fazinda, yaranin vaskiiler yogunlugunun normale dénmesi de gerceklesir

[19].

2.3. Yara Ortiileri

Viicut ile dis ortam arasinda fiziksel bir bariyer olusturan, sagladig: estetik gdriintimiin
yani sira gerceklestirdigi cok ¢esitli fonksiyonlar ile hemostazin korunmasinda 6nemli rol
oynayan derinin hasar gérmesi durumunda hizli ve saglikli bir sekilde onarilmasi ¢ok
onemlidir. Ancak, yukarida da deginildigi lizere, lokal ve sistemik birgok faktor sebebiyle
yara iyilesme siirecleri aksayabilmektedir. Bu durum ise hastalarin yasam kalitesini

diistirmekte ve saglik sistemi iizerinde biiyiik bir sosyoekonomik yiik olusturmaktadir.
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Yara bakimi, yara iyilesme siireclerinin daha saglikli bir sekilde devam edebilmesi
amacityla; yaranin temizlenmesi, debridmani, eksiida absorpsiyonu ve korunmasini da

kapsayan ¢ok yonlil bir iglemdir.

Deri hasar gordiiglinde yaranin seviyesine ve siddetine gore uygun bir pansuman ile
kapatilmas1 gerekmektedir [28]. Yara iyilesmesi siirecinin hizlandirilmasi i¢in uygulanan
pansuman yara ortaminda uygun bir fiziksel ortam saglamalidir. Ideal bir yara ortiisii,
yara bolgesinde nemli ortami uygun sekilde korumali, yara ylizeyinden ¢ikan eksiidalari
emmeli, mikroorganizmalara karsi bir bariyer gorevi goriirken gaz aligverisini de
saglamalidir (Sekil 2.4) [29]. Bunlarin yani sira, yara Ortiisii malzemelerinin iyilesme
stirecini desteklemeleri icin hiicre farklilagmasi, yapismasi ve proliferasyonu gibi diger

karmasik stirecleri de desteklemeleri beklenmektedir [30].

Nem
Kontrolu
Enfeksiyonu Ekstidalar
Onleme Uzaklastirma
ideal Yara
Ortisi
Gaz Aligverisi Biyobozunur
Mekanik
Dayanim

Sekil 2.4. ideal yara ortii malzemelerinin 6zellikleri.

Son yillarda, yara iyilesmesi ile ilgili molekiiler ve hiicresel siireglerin daha iyi
anlasilmasi ile yara ortiisii malzemelerinde de gelismeler gézlemlenmistir. Bu kapsamda,
yara Ortiisii malzemelerini geleneksel ve modern yara oOrtiileri olarak smiflandirmak

mumkuindir.

2.3.1. Geleneksel Yara Ortii Malzemeleri

Geleneksel yara ortiileri olarak pamuk, dogal/sentetik bandajlar ve gazli bezler 6rnek

verilebilir. Bandajlar, farkli iglevleri yerine getiren dogal/sentetik malzemelerden iiretilir
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(Sekil 2.5a). Gazli bezler; dokuma ve dokuma olmayan pamuk, suni ipek, poliester veya
her ikisinin kombinasyonundan yapilabilir (Sekil 2.5a). Bu yara ortiileri kurudur ve nemli

bir yara ortam1 saglamada yetersiz kalir [2, 31].

Sekil 2.5. (a) Geleneksel ve (b) modern yara 6rtii malzemeleri [32].

Steril gazli bez pedler, yaradan sizan eksiidalar1 emmek i¢in agik yaralari sarmada
kullanilmaktadir. Saglikli dokunun eksiida birikmesinden dolay1 zarar gérmesini 6nlemek
icin gazli bez sargilarinin diizenli olarak degistirilmesi gerekmektedir. Bu sebeple modern
sargilara kiyasla maliyet agisindan daha dezavantajli olduklari bildirilmistir [2]. Gazli bez
sargilar bakterilere karst bir miktar koruma saglamaktadir. Ancak, sarginin dis ylizeyi
yara eksiidasi tarafindan nemlendiginde bu koruma kaybolur. Ayrica, gazli bez sargilari,
stvi Uretimi azaldik¢a yaralara daha fazla yapigma egilimi gostermekte ve boyle

durumlarda ¢ikarilmasi agrili oldugundan hastada rahatsizlik yaratabilmektedir [2, 31].

Genellikle geleneksel yara ortiileri, hafif eksiida seviyelerine sahip temiz ve kuru yaralar

icin uygundur. Yaray1 korumak i¢in ikincil pansuman olarak da kullanilabilir [31].

2.3.2. Modern Yara Ortiileri

Geleneksel yara ortiilerinin sahip olduklar1 dezavantajlarin iistesinden gelmek ve daha
etkili bir yara iyilesmesini saglamak amaciyla modern yara oOrtiileri gelistirilmistir.
Bunlar, yaray1 sadece 6rtmek yerine yara iyilesmesini de aktif bir sekilde desteklemek
amaciyla Uretilmistir. Modern yara ortiilerine 6rnek olarak hidrojeller, hidrokolloidler,

filmler, kopiikler ve aljinatlar verilebilir (Sekil 2.5b).
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2.3.2.1. Hidrojeller

Yara ortii malzemesi olarak kullanilan hidrojeller sentetik polimerlerin ¢apraz baglanmasi
ile olusan, yiiksek oranlarda su iceren (70-90%), suda c¢oziinmeyen hidrofilik
materyallerdir. Bunlar, yiiksek su iceriklerinden dolay1 uygulandiklar1 bélgede nemli bir
ortam olusturabilir ve ortamdaki nemliligin devamini saglayabilir; bu sebeple kuru
yaralar i¢in kullanimlar1 uygundur [31]. Uretim asamasinda, farkli polimer malzemeler
veya farkli capraz baglama yontemleri kullanilarak hidrojellerin = 6zellikleri
degistirilebilmektedir [1]. Hidrojel yara ortiileri biyolojik doku ile reaksiyona girmez ve
tahris edici degildir, ayrica metabolitlere kars1 gecirgendir. Hidrojeller ayrica kalinti
birakmaz ve yaralarin yeniden epitelizasyonunu hizlandirir. Yumusak ve elastik yapilari
sayesinde iyilesme tamamlandiktan sonra yaradan kolaylikla uzaklagtirilabilir [31].
Ancak, yiiksek su oranlarindan dolayr emme kapasiteleri diisiiktiir; bu sebeple eksiida
miktarinin fazla oldugu yaralarda kullanimlar1 eksiida birikmesine sebep olabilmektedir
[33]. Yiiksek eksiida birikmesi, bakteriler i¢in uygun bir ortam olusmasina ve yaralarin
enfekte olmasiyla neticelenebilmektedir. Bu sebeple hidrojellerin eksiida miktarinin fazla

oldugu yaralarda kullanilmalar1 uygun degildir [1].
2.3.2.2. Hidrokolloidler

Hidrokolloidler, kolloidal (jel olusturucu) malzemelerin, elastomer veya yapistirici
malzemeler ile birlestirilmesi ile olugsmaktadir. Tipik kolloidal malzemeler arasinda
karboksimetilseliiloz, jelatin ve pektin sayilabilir [1]. Bu malzemeler hem kuru yaralarda
hem de nemli yaralarda kullanilabilir [31]. Hidrokolloid yara ortiilerinin, kronik yaralarda
salin veya parafinli gazli bezden daha etkili oldugu gosterilmistir [1]. Hidrokolloidler,
yiiksek oranda eksiidali yaralar ve noropatik iilserler i¢cin endike degildir; ¢ogunlukla
ikincil pansuman olarak kullanilir [2]. Opak yapilar1 sebebiyle yara muayenesini
zorlastirdiklar ve yara eksilidasiyla temaslar1 sonrasinda olusan jelin, kalin, sar1 renkte ve
kotii kokulu olmasi sebebiyle enfeksiyonla karistirilabildigi de bazi caligmalarda

bildirilmistir [31].
2.3.2.3. Filmler

Yar1 gegirgen filmlerin lretiminde g¢ogunlukla seffaf ve yapiskan bir madde olan
poliiiretan (PU) kullanilmaktadir. Bu malzemeler, yaradan su buhari, O2 ve CO2 gecisine
izin verir ancak sivi ve bakterilerin gecisine izin vermez. Elastik bir yapiya sahip olan

filmler dirsek, diz ve sakral bolgelerdeki yaralara kolaylikla uygulanabilir. Seffaf bir
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yaptya sahip olmalar1 sebebiyle yaranin muayene edilmesi daha kolaydir [1]. Ince
olmalar1 sebebiyle derin veya kavite yaralarda kullanilamaz ve nispeten s1§ yaralar i¢in
uygundur [2]. Yine ince olmalar1 sebebiyle kolaylikla kendi lizerlerine katlanabildikleri
icin kullanimlar1 zor olabilmektedir [33]. Yar1 gecirgen filmler siv1 ve bakteri gegisine
izin vermedikleri icin eksiida birikmesine sebep olabilirler. Bu durum, cildin
yumusamasina (maserasyon), bakteriyel cogalmaya ve enfeksiyon riskine yol acabilir.
Dolayisiyla, yiiksek eksiidali yaralar i¢in kullanimlart uygun degildir. Uzun siireli
kullanimlarinda diizenli olarak degistirilmeleri ve yaranin salinle yikanmasi gerekebilir

[31].
2.3.2.4. Kopiikler

Kopiikler PU veya silikon bazli malzemelerden olusan, hidrofilik veya hidrofobik
yapidaki yar1 gegirgen malzemelerdir. D1s katmanin hidrofobik 6zellikleri sivi gegisini
engeller ancak gaz ve su buhar1 aligverisine izin verir; merkez katman ise emici bir
nitelige sahiptir [33]. Emme kapasiteleri kalinlik ve gozenek boyutu gibi ozellikler ile
kontrol edilebilmektedir [31]. Yiiksek emme kapasiteleri sebebiyle genellikle birincil
yara Ortlisti olarak kullanilir ve ikinci bir yara oOrtiisiiniin kullanimim gerektirmez [2].
Ancak, yara iyilestikce yaranmn yapist da degistiginden maksimum iyilesme
verimliliginin saglanmasi i¢in sonraki agamalarda baska bir yara Ortli malzemesinin
kullanilmas1 daha uygundur [33]. K&piikler yaradan ¢ikan eksiidalart emerek nemli bir
ortam olugmasii saglar. Eksiida miktarinin diisiik oldugu kuru yaralarda iyilestirici
etkilerini kaybedeceklerinden bu tiir yaralarda kullanilmalar1 uygun degildir. Ayrica

ekstida miktarmin yiiksek oldugu yaralarda koptklerin siklikla degistirilmesi

gerekmektedir [2].
2.3.2.5. Aljinatlar

Aljinat yara ortiileri, bir polisakkarit olan aljinik asidin kalsiyum ve sodyum tuzlaridan
dretilir. Pansuman igerisindeki kalsiyum iyonlar1 ile yara ekslidasindaki sodyum
eksiidalar1 etkilesime girerek bir aljinat jeli olusturur [2]. Aljinat pansumanlar1 kendi
agirliklarinin 15-20 kati1 kadar sivi emebildikleri i¢in yiiksek eksiidali yaralar i¢in idealdir.
Ayrica olusan jel yaraya yapisma saglar ve bakterilere karsi da koruma saglar [33]. Aljinat
yara Ortiileri orta ve yiiksek diizeyde eksiidali yaralar i¢in uygundur ve kuru yara, iiglincii
derece yanik yarasi gibi yaralar i¢in Onerilmez. Bazi durumlarda yarayi kurutarak

iyilesmeyi geciktirebildikleri i¢in ikincil bir yara ortiisiine de ihtiya¢ duyulabilir [2].
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Aljinatlar ¢ok sik degistirilmedigi takdirde yara kuruyabilir ve yara Ortiisii yara tabanina

yapisabilir [33].
2.4. Nanofibroz Matrisler

2.4.1. Nanofiberler

Fiberler, en boy orani 1:1000’den kiiciik, esnek yapiya sahip dogrusal malzemelere
verilen genel isimdir. Yiiksek ylizey alanlari, esneklikleri ve mukavemetleri sayesinde,

fiber yapilar giyimden havaciliga kadar bir¢cok uygulamada kullanilmaktadir [34].

Nanofiberler, cap1 100 nm’ye esit veya daha kiiclik olan fiberler olarak tanimlanabilir
ancak genel olarak 1 um’nin (1000 nm) altindaki tiim fiberler nanofiber olarak kabul
edilmektedir. Nanofiberler genis ylizey alanlari, yiiksek en boy orani ve biyomolekiilleri
hizli sogurabilme gibi fonksiyonel 6zellikleri sayesinde, hiicre reseptdrlerine bol miktarda
baglanma yeri saglamaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde nanofiberlerin hiicreler, dokular ve
organlar ic¢in giiclii bir hiicre-matris etkilesiminin ger¢eklesmesine izin verdikleri
bilinmektedir. Nanofiberler, &zellikle ila¢ salimi, kok hiicre tedavisi, kemik doku
mihendisligi, kardiyak doku miihendisligi ve deri doku miihendisligi gibi temel

biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.6) [35].
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Sekil 2.6. Nanofiberlerin farkli biyomedikal alanlardaki uygulamalar1 [36].
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Bir¢ok nanofiberin iki boyutlu bir diizlemde kesismesi ile olusan nanofibr6z matrisler
gozenekli yapilart ve uygun mekanik 6zellikleri ile HDM nin dogal yapisina benzerlik
gosterir. Bu sebeple doku mithendisligi alanlarinda kullanilirlar. Nanofiberlerin yiiksek
ylizey alani/hacim orani, sayisiz nano boyutlu gozeneklere sahip olmasi ve HDM’nin
yapisini iyi taklit etmesi sebebiyle hiicre biiyiimesini kolaylastirmada ve doku
rejenerasyonuna rehberlik etmede kritik bir rol oynayabilecegi belirtilmistir (Sekil 2.7)
[37].
3
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Sekil 2.7. Nanofibréz matrislerde, hiicre-matris etkilesimi ile matris morfolojisi

arasindaki iliski [38].

Sekil 2.8. (a) Gozenekli nanofiber yapist [39], (b) i¢ci bos nanofiberler [40], (c)

kaliplanmis nanofibréz matrisler [41] (d) hizalanmis nanofiberler [42].
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Ayrica iiretim yontemleri ve kullanilan malzemeler lizerinde yapilan degisiklikler ile elde
edilen nanofibroz matrisin gézenek ¢api, fiber kalinligi, morfolojisi gibi ozellikler
tizerinde ayarlamalar yapilabilmektedir. Bu sayede, istenilen uygulamaya gore
ozellestirilmis bir nanofibroz matris iiretimi de kolaylikla saglanabilmektedir [43]. Ozel
tiretim yontemleri kullanilarak i¢i bos nanofiberler [40], kaliplanmis nanofibréz matrisler
[41] ve hizalanmis nanofiberler [42] gibi ¢ok ¢esitli geometrilerde nanofibréz matrislerin

tiretimleri de miimkiindiir (Sekil 2.8).

Nanofiberler, ilag salimi uygulamalarinda, yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesi ve
enkapsiilasyon verimliligi, ilaglarin kontrollii salimin1 saglamalar1 ve kullanim kolaylig1
gibi oOzelliklerinden dolay1 dikkat ¢ekmektedir. Nanofibr6z matrislerdeki gozenekli
yaptya ek olarak, her bir fiberin de gdzenekli bir yapiya sahip olmas1 sebebiyle nanofibroz
matrislerin yiizey alani/hacim oranlar1 oldukc¢a yiiksektir [39, 43]. Yiiksek yiizey alani
hem nanofibréz matrislerin ila¢ enkapsiilasyon verimliliginin artmasini saglamakta hem
de ila¢ salim1 esnasinda ilacin difiizyonunu da kolaylastirarak daha fazla miktarda ilag
salimina olanak saglamaktadir [43]. Ayrica, nanofibroz matrislerin morfolojik 6zellikleri
ile ila¢ salim kinetigi arasinda yakin bir iliski vardir. Dolayisiyla, nanofiber iiretim
parametreleri ve yontemleri lizerinde yapilan degisiklikler ile morfolojik 6zelliklerinin
kolaylikla ayarlanabilmesi sayesinde istenilen ilag salimina gére uygun bir nanofibréz

matrisin {iretimi de miimkiin olmaktadir [43].

2.4.2. Nanofiber Uretim Yontemleri

Sentetik ve dogal polimerlerden nanofiber tiretimi icin ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.
Bunlar arasinda temel olarak birka¢c mikrometre ¢apa sahip mikropipetler yardimu ile tek
ve uzun nanofiberlerin elde edildigi ¢ekme yontemi [44]; diizensiz molekiillerin dig
miidahale olmaksizin bag olusturmasi ile diizenli yapilarin elde edildigi kendiliginden
diizenlenme yontemi [44]; silindirik gozeneklere sahip bir membran ve oksidatif
polimerizasyon kullanilarak nanofiberlerin elde edildigi sablon sentez yontemi [44]; bir
polimer eriyiginin bir kaliptan figskirtilmasi ve yiiksek hizdaki hava akimlar1 kullanilarak
inceltilmesi ile nanofiberlerin {iiretildigi eriyik {ifleme yontemi [45]; jellesme ve
dondurarak kurutma islemlerinin kullanildig1 faz ayirma yontemi sayilabilir [44]. Bu
yontemler arasinda elektroegirme yontemi, hem dogal hem de sentetik polimerlerden
cesitli nanoyapilarin ve nanofiberlerin hazirlanmasinda basit, Olgeklenebilir ve

tekrarlanabilir bir sistem olarak 6n plana ¢ikmaktadir [46].

19



2.4.3. Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme yonteminde, yliksek voltajli bir giic kaynagi, siringa pompasi ve
topraklanmuis bir toplayici levha (kollektor) olmak tizere {i¢ ana par¢adan olusan bir sistem
kullanilir (Sekil 2.9). Temel olarak, elektroegirmede, yiiksek voltajli bir elektrostatik
alan, polimer ¢6zeltisi damlaciklarini yliklemek i¢in kullanilir. Yiiklenen ¢ozelti iizerinde
olusan elektriksel kuvvet ve ignenin ucundaki damlaciklarin yiizey gerilim kuvveti,
damlaciklarin Taylor konisi ad1 verilen konik bir sekil olusturacak sekilde uzamasini
saglar. Sonunda, elektriksel itme kuvveti yiizey gerilimini astiginda, Taylor konisinden
topraklanmis toplayiciya dogru bir ¢6zelti jeti hareketi baglar. Bu jet toplayiciya ulasana
kadar incelmeye devam eder, bu esnada ¢06ziicii buharlasir ve toplayici {izerinde
nanofiberler birikir. Elektroegrilmis nanofiberlerin fiziksel 6zellikleri; viskozite, polimer
¢ozeltisinin elektriksel iletkenligi, ¢oziiciilerin buharlagma derecesi, toplayici geometrisi,
uygulanan voltaj, ¢ozelti akis hizi, igne ucu ile toplayici arasindaki mesafe, sicaklik ve
nem gibi diger parametreler iizerinde yapilan degisiklikler ile kolayca kontrol edilebilir

[46].

Kollektor

o

Polimer Cozeltisi Q U Y‘, M
/

Siringa Pompasi

Yuksek Voltaj
Kaynagi
Sekil 2.9. Elektroegirme sisteminin bilesenleri.
Geleneksel elektroegirme sisteminde kullanilan siringa pompast ile yalnizca bir adet
polimer jeti liretilebildigi i¢in bu yontem nanofiber eldesinde kimi uygulamalar i¢in yavas
olarak degerlendirilebilmektedir. Bu durumun iistesinden gelmek i¢in birden fazla siringa
pompast kullanilabildigi gibi polimer ¢o6zeltisinden siringa kullanilmadan jet
olusturuldugu sistemler de gelistirilmistir. Bu sistemlerde temel prensip, polimer
cozeltisinden kilcal bir etki olmadan agik bir sivi yiizeyinden jet olusturulmasinin

saglanmasidir. Bu sistemlere 6rnek olarak donen silindir, spiral bobin, kiiresel, ¢centikli
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metal plaka, disk ve basamakli piramit egirme sistemleri gosterilebilir (Sekil 2.10) [47,

48].

\\\Wu
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Sekil 2.10. (a) Donen silindir [48], (b) spiral bobin [48], (¢) kiiresel [48], (d) ¢entikli metal
plaka [47], (e) disk [47] ve (f) basamakl1 piramit [47] egirme sistemleri.

Elektroegirme, cok cesitli biyomalzemelerin iiretimine izin veren kolay bir yontem
olmasi nedeniyle yara Ortii malzemeleri liretiminde de siklikla kullanilmaktadir. Ayrica,
elektroegrilmis nanofiberler yiliksek ylizey alani, yiiksek gozeneklilik, degistirilebilir
morfoloji ve kontrol edilebilir mekanik 6zellikler gibi iistiin 6zelliklere sahiptir. Doku
miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak olan yapilarin hiicrelerin dogal ortamlarini
taklit edebilmeleri, besin alisverisine ve hiicre atiklarmin uzaklastirilabilmesine izin
verecek derecede gozeneklilige sahip olmalar1 istenmektedir. Elektroegirme yontemi
ayrica ticari kullanima olanak saglayacak derecede gelismis iiretim ekipmanlarina ve
teknolojik ¢cozlimlere sahiptir. Gliniimiizde elektroegirme yontemi ile endiistriyel dl¢ekte

tiretim yapmak miimkiindiir [49].

Geleneksel elektroegirme yonteminde, polimer ¢dzeltisi igeren yiikli bir igne ucu ve
belirli bir mesafeye yerlestirilmis sabit, diiz metal bir toplayict kullanilir. ine ucundan
cikan nanofiber jeti, elektriksel kuvvet yonilinde c¢ekilerek toplayici {izerinde
toplandiginda sikigtirilmig 2B bir yap1 ortaya ¢ikar. Elde edilen bu nanofibréz matrisler,
sikica paketlenmis bir diizene sahip nanofiber katmanlarindan olusur. Bu yapilar hiicre
gecigine ve cogalmasina ylizeye yakin bolgelerde izin vermekte ancak derin seviyelerde
diisiik gozenek caplar1 nedeniyle izin vermemektedir. Bu durumun temel sebebi ise

geleneksel elektroegirme yonteminin yapist geregi olusturdugu nanofiberlerin diizlemsel
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2B bir eksene yerlesmesidir. Her ne kadar diizlemsel nanofiber katmanlarinda
gozeneklilik yiiksek olsa da bu gozenekler enine kesitlere ortogonal dogrultuda (derinlik
ekseninde) devam etmemekte ve gdzeneklerin siirekliligi 3B olarak saglanamamaktadir.
Bu durum, hiicrelerin doku iskelesi derinliklerine gogiinii engelleyerek matris biitiiniinde

etkin yeni doku olusumunu siirlamaktadir [50].

2.4.4. Elektroegirme Yontemini Etkileyen Parametreler

Elektroegirme yOnteminin avantajlarindan birisi de elde edilen nanofiberlerin fiziksel
ozelliklerinin ¢esitli parametreler kullanilarak ayarlanabilmesidir. Bu parametreler icin
genel-gecer degerler belirlemek miimkiin degildir, ¢iinkii bu parametrelerin ideal
degerleri polimer-¢oziicii sistemine bagl olarak biiyiik oranda degisiklik gostermektedir
[51]. Dolayisiyla, kullanilacak olan parametrelerin optimizasyonu ideal nanofiber

yapilarm elde edilebilmesi i¢in biiyiik 6nem tasimaktadir.

Elektroegirme temel olarak siringa ucundaki polimer ¢ozeltisinin yiizey gerilimi ile
uygulanan elektrostatik voltaj arasindaki denge ile gerceklesir. Bu dengeyi etkileyen tiim
faktorlerin optimize edilmesi elektroegirme ile boncuksuz ve diizglin bir nanofiber

yapinin elde edilebilmesi ag¢isindan 6nemlidir [34].

Cizelge 2.2. Elektroegirmeyi etkileyen parametreler.

Cozelti Parametreleri Sistem Parametreleri Ortam Parametreleri
Cozelti yogunlugu Voltaj Sicaklik
Molekiiler agirlik Polimer akis hiz1 Bagil nem

Viskozite ve yiizey gerilimi  Siringa ucu ile kollektor arasindaki mesafe

Yiizey yiik yogunlugu

Genel olarak elektroegirme yontemini etkileyen parametreler; ¢dzelti parametrelerti,
sistem parametreleri ve ortam parametreleri olarak ii¢ grup altinda incelenebilir (Cizelge
2.2). Ornegin, ¢ozelti yogunlugunun ¢ok diisiik olmasi yiizey geriliminin ve viskozitenin
diisiik olmasma sebep olacagindan elektroegirme gerceklesemez ve bunun yerine
polimerin sprey halinde piiskiirtiilmesi goriilebilir [52]. Cozelti yogunlugunun idealden
bir miktar daha diistik olmas1 boncuklu yapidaki nanofiberlere sebep olabilmektedir [53,
54]. Elektroegirmenin gergeklesebilmesi i¢in uygulanmasi gereken minimum bir kritik
voltaj degeri vardir, bu kritik voltaj degerinin altinda elektroegirme gerceklesemez [52].

Uygulanan voltaj degerinin fazla artmasi ile koni yapisinin kararliliginin azaldigi, birden
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fazla jet olusumu gézlendigi ve nanofiberlerdeki boncuklu yapilarin arttigr bildirilmistir

[52, 53].

2.4.5. Uc¢ Boyutlu (3B) Elektroegirme Yontemi

Geleneksel elektroegirme yontemi ile olusturulan 2B nanofibréz matrislerin yapilari
geregi sahip olduklar1 dezavantajlara ¢oziim bulmayi amaglayan c¢esitli caligmalar
bulunmaktadir. Bu ¢caligmalarda elektroegirme yontemi ile 3B doku iskeleleri olusturmak
amagclanmistir. Ug boyutlu elektroegrilmis yapilarin iiretiminde; 1slak elektroegirme [55],
sablon destekli elektroegirme [56, 57], kriyojenik elektroegirme [58], dispersiyon
sekillendirme [59] ve geleneksel elektroegirme sonrasi islemden gecirme [59-63] gibi

farkli yontemler kullanilmaktadir.
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Sekil 2.11. (a) Islak elektroegirme [64], (b) sablon destekli elektroegirme [65], (c)
elektroegirme sonrasi islemden gecirme [60] ve (d) dispersiyon sekillendirme [66]

yontemlerinin sematik olarak gdsterimleri.
2.4.5.1. Islak Elektroegirme

Islak elektroegirme yonteminde geleneksel elektroegirmeye benzer bir sistem kullanilir
ancak igne ucundan ¢ikan nanofiber jeti diiz bir metal toplayict yerine bir s1vi banyosu
tizerinde toplanir (Sekil 2.11a). Sivi banyosu iizerinde toplanan nanofiber aglar
sonrasinda dondurarak kurutma yontemi kullanilarak 3B bir nanofibréz malzeme elde
edilir [55]. Stv1 banyosunda kullanilan malzemelere 6rnek olarak metanol, etanol, tert-
biitanol ve su verilebilir [55, 58]. Olduk¢a yaygin olarak kullanilan bu yontemde, liretim

veriminin diisiik olmas1 ve biiylik boyutta doku iskelesi liretiminin olduk¢a zor olmasi
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gibi dezavantajlar da bulunmaktadir [58].
2.4.5.2. Sablon Destekli Elektroegirme

Sablon destekli elektroegirme yonteminde, geleneksel elektroegirme ile elde edilen
nanofiberlerin, liretim amacina gore 6zel tasarlanmig bir kollektdr {izerinde veya sablon
olarak kullanilan fibroz matris bir yapimnin iizerinde toplanmasi ile 3B bir yap1 elde
edilmektedir. Ornegin Kog ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada poli-L-laktik asit /
hidroksiapatit (PLLA-Hap) ¢ozeltisinin elektroegrilmesi ile elde edilen nanofiberlerin 15
cm c¢apinda i¢i bos yarim bir kiirede toplanmasi ile 3B kemik greftleri elde edilmistir [56].
Sablon olarak kullanilan fibroz matrisler genel olarak mikrofiber yapilardir ve son iiriin
olarak katmanli bir 3B yapi olusturulur. Ornek olarak Martins ve ark. tarafindan yapilan
caligmada nigasta-PCL prototipleri ile elde edilen katmanli 3B matris yapisinin
katmanlar1 arasina elektroegirme ile elde edilen nanofiber matlar1 eklenmistir [67]. Bir
baska ¢alismada Park ve ark. eriyik PCL katmanlar1 arasina elektroegirme ile iiretilmis
PCL/kollajen nanofiber matlar1 ekleyerek 3B bir yap1 elde etmislerdir (Sekil 2.11b) [65].
Sablon destekli elektroegirme yonteminde 3B yapilarin boyutlar1 ve morfolojileri kontrol
edilebilir ancak bu yontem 6zel mekanik toplayicilar ya da hibrit bir {iretim sistemi

gerektirmektedir [68].
2.4.5.3. Kriyojenik Elektroegirme

Kriyojenik elektroegirme, diisiik sicakliktaki bir kollektor iizerinde elektroegrilmis
nanofiberlerin ve kristal yapilarin birlikte toplanmasi ile gerceklestirilir. Kristal yapilar
nanofiberler arasinda gozenekli bir 3B yap1 olusturmak amaciyla kullanilmaktadir.
Toplama islemi sonrasinda dondurarak kurutma gibi yontemler ile kristaller uzaklastirilir
ve 3B nanofiber malzemeler {iretilmis olur. Bu yontemin en biiyiik dezavantaji kristaller
ile nanofiberler arasindaki dengenin saglanmasinin zor olmasidir. Eger fazla kristal yap1
toplanirsa elde edilen 3B yap1 mekanik agidan zayif olacaktir ancak eger ¢ok az kristal

toplanirsa elde edilen yapinin gozenekliligi ve gézenek boyutu diisiik olacaktir [58, 69].
2.4.5.4. Geleneksel Elektroegirme Sonrasi Islemden Gecirme

Geleneksel elektroegirme isleminden sonra elde edilen 2B matlar {izerinde ¢esitli islemler
uygulanmasi ile 3B yapilar elde edilebilir. Ornegin, Shim ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada, elektroegirme yontemi ile kitosan mikrofiber yapilar1 elde edilmis ve bu
yapinin iizerine kitosan nanofiber yapilar1 elektroegirme yapilarak eklenmistir. Elde

edilen yap1 sonrasinda yuvarlanip toplanarak 3B makro yapilar elde edilmistir (Sekil
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2.11c) [60]. Leung ve ark. tarafindan yapilan baska bir caligmada elektroegirme ile
tiretilen poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve hidroksiapatit nanofiber matlari
destelenmis ve basingli gaz altinda birkag¢ dakika isleme tabii tutularak 3B yapilar elde
edilmistir [61].

2.4.5.5. Dispersiyon Sekillendirme

Dispersiyon sekillendirme yonteminde, geleneksel elektroegirme ile elde edilen 2B
matlardan ¢esitli ortamlarda (sivi azot, tert-biitanol vb.) dispersiyonlar elde edilir.
Sonrasinda dispersiyonlar kaliplara dokiilir ve dondurarak kurutma islemi ile 3B
nanofiber yapilar elde edilmis olur (Sekil 2.11d). ki boyutlu nanofiber matlardan
dispersiyonlar elde edilmesinde sonikasyon [66], aminoliz [70] ve homojenizator
kullanilmasi [59] gibi ¢esitli yontemler bulunmaktadir. Elde edilen 3B yapilarin ¢apraz-
baglama islemlerine tabi tutulmasi da yaygin bir tekniktir [59, 66]. Dispersiyon
sekillendirme yonteminde kullanilacak olan kalip kolaylikla ayarlanabildigi i¢cin 3B
nanofiber yap iskeleleri hazirlamak i¢in kullanilan diger yontemle karsilastirildiginda,
doku iskelesi seklinin daha kolay kontrol edilebildigi ve diger yontemlere gore daha

homojen bir gézenekli yapi elde edilebildigi belirtilmistir.

Dispersiyon sekillendirme yonteminde elde edilen yapilarin yapisal stabilitesinin ve
mekanik dayanimlarinin diger 3B yontemlere gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Bu
durumun temel sebebi olarak ise dondurarak-kurutma ve c¢apraz baglama ile
dispersiyonlarin birbirine saglam bir sekilde baglanmasi gosterilmistir [71]. Ayrica,
dispersiyon sekillendirme yontemi ile kullanilan kaliplarin sekilleri degistirilerek
istenilen boyutta ve sekilde 3B yapilarin elde edilebilecegi de belirtilmistir [72]. Son
olarak dispersiyon sekillendirme yonteminin en biiyiik avantajlarindan biri olarak elde
edilen yapilardaki gbézenek morfolojileri verilmistir. Gozenek biiytikliiklerinin ve
sekillerinin uygunlugu, gézeneklerin birbiri ile baglantilarinin yiiksek olmasi ve genel
olarak 3B yapidaki gdzeneklilik oraninin artirilmasi bu yontemin temel avantajlari olarak

sayllmistir [72].

Dispersiyon sekillendirme yontemindeki gdzeneklilik ve iiretilen 3B yapinin dogal HDM
ile benzerliginin yiiksek olmasi sebebiyle tez caligmasi kapsaminda 3B yara oOrti
malzemelerinin iiretilmesi i¢cin bu yontem tercih edilmistir. Bu yontem kullanilarak
makrogozenekliligi artirilmis 3B doku iskelelerinin elde edilmesi ile hiicre yapismasi,

hiicre go¢ii ve hiicre canliliginin artirilmasi hedeflenmistir.
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2.4.6. Elektroegirme Yonteminde Kullanilan Polimerler

Elektroegirme yonteminde nanofiberlerin iiretilmesi i¢cin dogal ve sentetik polimerler
kullanilmaktadir. Dogal polimerler genellikle bitki, hayvan ve mikrobiyal kaynaklardan
elde edilmektedir. Sentetik polimerlere gore genel olarak biyouyumluluklari,
biyobozunurluklar1 ve biyoaktiviteleri daha fazladir; enzimatik yikim tirlinleri genelde
toksik degildir. Ancak, dogal polimerlerin degradasyon hizlar1 yiiksek ve mekanik
ozellikleri diisiik oldugundan, doku iyilesmesi sirasinda 3B yapilarini korumalar1 zordur
[18]. Literatiirde elektroegirmede kullanilan dogal polimerlere 6rnek olarak kitosan,
kollajen, pektin, jelatin, ipek fibroin, hiyaliironik asit ve dekstran verilebilir [73, 74].
Sentetik polimerler ise dogal polimerlere kiyasla daha diisiik biyouyumluluga sahiptir ve
enzimatik yikim {riinleri toksik olabilmektedir. Ancak, sentetik polimerlerin fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri kontrol edilebilirdir ve bunlar dogal polimerlere gore ¢ok daha kararl
ve homojen bir yapiya sahiptir. Bu sebeple 6zellikle yara ortii malzemelerinin iiretim
uygulamalarinda sentetik polimerler yogun bir sekilde kullanilmaktadir [18]. Literatiirde
elektroegirmede kullanilan sentetik polimerlere 6rnek olarak seliiloz asetat, polivinil alkol
(PVA), polilaktik asit (PLA), PU, poliglikolik asit (PGA), PCL ve polietilen glikol
verilebilir [73, 74]. Yapilar itibariyle farkli avantajlara sahip olmalar1 nedeniyle, yara
ortli uygulamalarinda kullanilan doku iskelelerinin {iretiminde yaygin olarak dogal ve

sentetik polimer karisimlar1 kullanilmaktadir.

Sentetik Polimerler Dogal Polimerler

PGA

Sekil 2.12. Elektroegirmede kullanilan ¢esitli sentetik ve dogal polimerden elde edilen
nanofibréz matrislerin SEM goriintiileri (6lgek: 10 pm) [74].
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Bu tez ¢alismasinda kullanilan polimerler olmalar1 sebebiyle asagidaki boliimlerde

kitosan ve PCL hakkinda daha ayrintili bilgiler yer almaktadir.
2.4.6.1. Kitosan

Kitin (poli-N-asetilglikozamin), seliillozdan sonra diinyada en yaygin olarak bulunan
polisakkarittir. Kitinin deasetilasyonuyla elde edilen kitosan (Kit), katyonik 6zelliklere
sahip amino gruplarma sahiptir. Kitosanin bir monomer birimi olan N-asetil glikozaminin
hemostazi uyardigi, hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi ve yara iyilesmesini hizlandirdig1
cesitli caligmalarda gosterilmistir [75, 76]. Kitosan, biyouyumlu bir dogal polimerdir ve
insan viicudunda bulunan enzimlerle toksik kalint1 iiretmeden parcalanabilmektedir [5].
Kitosan temelli biyomalzemeler, bandajlarda ve diger hemostatik uygulamalarda
kullanilmak iizere ABD Gida ve Ilag¢ Dairesi tarafindan onaylanmistir [77]. Kitosan;
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle yara ortiisii olarak

yaygin olarak kullanilmaktadir [6].

Gidalarin korunmasi, tarim uygulamalari, kozmetik ve biyomedikal gibi ¢ok farkli
alanlarda kullanilan kitosanin en 6nemli 6zelliklerinden birisi de antibakteriyel etkisidir.
Kitosanin antibakteriyel etkisinden faydalanmay1 veya bu etkiyi artirmay1 hedefleyen
birgok ¢alisma vardir. Bu calismalar sonucunda kitosan boncuklar, filmler, lifler,
membranlar ve hidrojeller iiretilmistir. Ozellikle yara 6rtii malzemeleri alaninda kitosanin
antibakteriyel oOzelliklerini inceleyen bir¢ok caligma bulunmaktadir. Chen ve ark.
tarafindan 2008 yilinda yapilan bir ¢alismada, kollajen/kitosan karigiminin
elektroegrilmesi ile bir yara Ortiisii iiretilmis ve bu malzemenin gazli bez ve kollajen
siingerlere gore yara iyilesmesini ¢ok daha fazla destekledigi gosterilmistir [78]. Baska
bir calismada, kitosan ve ipek fibroini karigimindan bir nanofibr6z membran {iretilmis ve
bu yapmin gram-negatif FE.coli'ye kars1 antibakteriyel etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir. Ayrica bu antibakteriyel etkinin karigimdaki kitosan konsantrasyonuna
dogrudan bagli oldugu ve kitosan orani arttikca antibakteriyel etkinin de artis gosterdigi
tespit edilmistir [79]. Benzer bir calismada bal, kitosan ve PVA karigiminin
elektroegrilmesi ile iiretilen bir yara Ortiisiiniin antibakteriyel etkileri incelenerek;
gelistirilen malzemenin S.aureus’a karsi belirgin bir antibakteriyel etki gosterdigi tespit
edilmistir. Karisimdaki kitosan yogunlugu ile antibakteriyel etkinlik arasinda pozitif
korelasyon oldugu da gosterilmistir [80]. Yara ortli malzemeleri alaninda 6zellikle son
yillarda yapilan caligmalarda, antibakteriyel etkilerinin artirilmasi ve yara iyilesme

siirecinin hizlandirilmas: amaciyla kitosan nanofiberlere antibiyotikler, antimikrobiyal
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ajanlar ve metal nanopartikiiller gibi farkli bilesenlerin yiliklenmesi de incelenmistir [81-

83].

Kitosan ¢ozeltilerinin yiiksek viskozitesi nedeniyle, saf kitosanin elektroegirme islemi
kolay bir sekilde yapilamaz. Ayrica, saf kitosanin elektroegrilmesi ile olusturulan doku
iskelelerinin sulu ortamlarda yetersiz mekanik ozellikler ve diigiik yapisal kararlilik
gosterdigi de bilinmektedir. Bu zorluklar1 asmak amaciyla, elektroegirme i¢in genellikle

kitosan ile diger biyouyumlu polimerlerin karigimlart kullanilmaktadir [10].
2.4.6.2. Poli(e-kaprolakton) (PCL)

Poli(s-kaprolakton) ABD Gida ve Ilag Dairesi tarafindan onaylanmis, doku rejenerasyonu
ve yara Ortiisii uygulamalarinda kullanilan, biyouyumlu ve biyobozunur bir sentetik
polimerdir. Yiiksek biyouyumlulugu ve mekanik 6zellikleri sebebiyle elektroegrilmis
nanofiberlerin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak, PCL nanofiberler,
hidrofobik 6zellikleri nedeniyle hiicrelerin ¢gogalmasi ve gogii icin uygun bir mikrogevre
olusturamamaktadir. Bu nedenle, nanofiberlerin hidrofilisitesini iyilestirmek icin cesitli

hidrofilik biyomalzemeler PCL ile karisim yapilarak kullanilmaktadir [4].

Poli(e-kaprolakton) ile yapilan deri doku miihendisligi ¢aligmalarinda PCL’nin yiiksek
biyouyumluluga ve yeterli mekanik dayanima sahip oldugu gdésterilmistir [40]. Ancak,
diger biyobozunur polimerlerle karsilastirildiginda PCL’nin in vitro ve in vivo
degredasyonunun ¢ok yavas oldugu da bilinmektedir. Tiim bu nedenlerle, PCL temelli bir
yara Ortii malzemesi tasarlanirken, PCL’nin biyobozunurlugunun kontrol edilmesi ve
biyofonksiyonalite gibi oOzellikler katilmast doku miihendisligi arastirmacilarinin
iizerinde calistigi onemli konulardan biridir. Bu amagla, PCL c¢esitli dogal polimerlerle
veya biyoaktif ajanlarla karigtirllarak ¢ok daha etkin yara Ortii malzemeleri
gelistirilmistir. Ayrica, bu yapilar icerisine biyoaktif ajanlar yiiklenerek elde edilen

yapinin daha fonksiyonel bir hale getirilmesi de saglanmustir.

Chong ve ark. PCL/jelatin nanofibréz matrisleri geleneksel elektroegirmeyle iiretmisler
ve elde edilen yapmin derin yaralarin tedavisinde kullanilabilecegini gdstermislerdir.
Ancak, 28 pum kalinhiginda PCL/jelatin matris iiretimi i¢in elektroegirme isleminin ¢ok
uzun slrdiigi (2,5 saat) ve gozenekliliginin ise %62-75 araliginda oldugu da ayni
calismada belirtilmistir [41]. Baska bir ¢alismada, PCL/jelatin nanofibréz matrisler
anjiyogenezi uyaran ¢inko oksit ve antibakteriyel bir ajan olan amoksisilin varliginda

iiretilmistir. /n vivo ¢aligmalarda, bu yapinin siganlarda olusturulan tam deri doku hasarini
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skar doku olusmadan iyilestirebildigi ve damarlanmay1 hizlandirdig1 gosterilmistir [42].
Chandra ve ark. hiyaluronik asit (HA) ve kitosan iceren PCL matrislerin yalnizca PCL
iceren matrislere gore daha yiiksek hidrofilisiteye ve antibakteriyel 6zelliklige sahip
oldugu belirtilmistir. Gelistirilen matrislerin yara iyilesmesinde basarili bir sekilde

kullanilabilecegi de in vitro testlerle gosterilmigtir [43].

2.4.7. Nanofiber Yara Ortii Malzemelerinde Biyoaktif Ajanlarin Kullanimi

Modern yara Ortiilerinde nekrotik dokuyu ortadan kaldirmak veya temizlemek,
enfeksiyonu dnlemek veya tedavi etmek, doku yenilenmesine yardimci olmak gibi ¢esitli
amaclarla biyoaktif ajanlar kullanilmaktadir [31]. Farkli amaglar i¢in kullanilan biyoaktif

ajanlardan bazilar1 Cizelge 2.3’te 6zetlenmistir.

Cizelge 2.3. Nanofiber yara ortli malzemelerinde kullanilan biyoaktif ajanlar.

Biyoaktif ajan Kullanim amaci ve sonuclar Ref.
Platelet e Yaraiyilesme siireglerini baglatmasi ve bu siireglerde arac1 bir  [84]
Kaynaklh rol oynamasi.
Biivii
uyume e (Calismada, PDGF’nin 48 saat boyunca kontrollii saliminin
Faktori , . g VT
fibroblast migrasyonunu artirdigi belirtilmistir.
(PDGF)
Epidermal e Epitel hiicre ve fibroblast proliferasyonunu, anjiyogenezi ve [85]
Biiylime kollajenaz aktivitesini uyarmasi, reepitelizasyonu artirmasi
Faktorii L .
e (Calisgmada, MTT analizi ile fibroblast proliferasyonunun
artirtldig tespit edilmistir.
Vaskiiler e Anjiyogenezde, diiz kas hiicre hiperplazisinde, pihtilasma [86]
Endotelyal mekanizmasinda rol oynamasi
Biliyiime . .. . - T
e (Calismada, VEGF ile anjiyogenezin artirildig1 belirtilmistir.
Faktorii
(VEGF)
E vitamini e Antioksidan etkileri ve biyolojik membranlarda diizenleyici [87]

etkileri
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Calismada, E vitamini yiiklii nanofibréz matrislerin 1L.929
hiicrelerinin proliferasyonunu artirdigt ve reaktif oksijen

tiirlerine kars1 hiicreleri korudugu belirtilmistir.

Kurkumin

Antienflamatuar ve antioksidan etkileri

In vivo ¢alismalarda kurkumin yiiklii nanofiberlerin diyabetik

fare modelinde yara kapanma hizini artirdigi gosterilmistir.

[88]

Timol

Antioksidan etkileri

Timol yiiklii HA nanofibr6z matrislerin yiiksek antioksidan

etkiler gosterdigi belirtilmistir.

(89]

Propolis

Antibakteriyel etkileri

Calismada, propolis yiikli PU nanofibréz matrislerin E.

coli.’ye kars1 yiiksek inhibisyon gosterdigi belirtilmistir.

Aloe vera

Antienflamatuar  etkileri ve hiicre proliferasyonunu

destekleyici etkileri

Calismada, aloe vera yiikkli PCL ve Jelatin/PCL doku
iskelelerinin fibroblast proliferasyonunu artirdig

belirtilmistir.

[91]

Gentamisin

Antibiyotik etkileri

Calismada, gentamisin yiliklii nanofibréz matrislerde E.

coli’ye kars1 antibakteriyel etkiler gézlenmistir.

Yara Ortii malzemelerinin ¢esitli yonlerden etkinliklerinin artirilmas1 amactyla kullanilan
biyoaktif ajanlar arasinda en sik kullanilanlar arasinda biyomolekiiller ve proteinler
(biiytime faktorleri, sitokinler vb.) sayilabilir. Biiyiime faktorleri, yeni dokunun
rejenerasyonu icin hiicresel aktiviteleri yonlendirebilen endojen proteinlerdir. Biiylime
faktorlerinin, doku gelisimi ve iyilesme siirecinde yer alan hiicresel bilesenlerin
iretiminde etkili olduklari ve bu sebeple yara iyilesme silirecini Onemli oOlciide
etkiledikleri diistiniilmektedir [93]. Biiytime faktorlerinin bu avantajlarina ragmen, klinik
calismalarda yara iyilesmesini beklenilen diizeyde gelistirmedikleri belirtilmistir [94].
Ozellikle kronik yaralarda etkili olmalar1 beklenen biiyiime faktdrlerinin, yara iyilesme

siirecini baglatmada etkili olduklar1 ancak etkin bir yara iyilesmesi i¢in gerekli olan
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enfeksiyonun engellenmesi, doku oksijenasyonunun ve beslenmenin saglanmasi, dokuda
yeterli damarlanmanin saglanmasi ve yaranin debridmani gibi islemler yapilmadig:
takdirde etkili olmadiklar1 belirtilmistir. Ayrica kanser gecmisi olan hastalarda biiylime

faktorlerinin kotii huylu (malignant) tiimdrleri tetikleyebilecekleri de belirtilmistir [95].

Alternatif olarak antioksidan, antienflamatuar, antikanser, antibakteriyel gibi etkinlikleri
bilinen dogal biyoaktif ajanlar da yara ortii malzemelerinde siklikla kullanilmaktadir. Tez
calismast kapsaminda kullanilan kurkumin hakkinda detayli bilgiler asagida yer

almaktadir.
2.4.7.1. Kurkumin

Kurkumin (Kur), [1,7-bis(4-hidroksi-3-methoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion] Curcuma
longa rizomlarindan elde edilen bir polifenoldiir. Kurkumin, Hint ve Cin halk tibbinda
diyabet, karaciger bozukluklar1 ve romatoid artrit gibi ¢ok ¢esitli hastaliklarin ve ayrica
lokal iltihaplanma ve yaralarin tedavisi i¢in kullanilmigtir. Literatiirde kurkuminin
antikanser, antienflamatuar, antioksidan, analjezik, antidiyabetik ve yara iyilestirici
ozellikleri gosterilmistir (Sekil 2.13) [88, 96]. Kurkumin ve ¢esitli formiilasyonlariin
terapotik etkileri {izerine bir¢cok ¢alisma yapilmistir; ayrica, kurkumin ile ilgili 180'den

fazla klinik arastirma bulunmaktadir [97].

Deri Kanseri

Sedef Hastaligi Yara Bakimi
Cilt Yaslanmasi Atoplk.
Dermatit

Kurkumin

Deri Enfeksiyonu

Sekil 2.13. Kurkuminin deri doku miihendisliginde kullanim alanlar1 [98].

Ideal bir yara iyilestirici ajan, enflamasyonu azaltir ve hasarli dokuyu yeniden
yapilandirmak i¢in hiicre gogilinii ve proliferasyonunu uyarir [7]. Ayrica, yara iyilesme
siirecinde iltihabin ana nedeni olarak kabul edilen serbest radikalleri de azaltmasi

istenmektedir [8]. Kurkumin, antienflamatuvar ve antioksidan 6zelliklerinden dolay1 yara
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tyilestirme potansiyeli oldukc¢a yiiksek bir dogal bilesiktir [88, 99, 100]. Kurkuminin
graniilasyon dokusu olusumunu, doku yeniden modellemesini ve kollajen birikimini
tesvik ederek yara iyilesmesini artirdigi da gosterilmistir. Kurkumin, epitel
rejenerasyonunu, fibroblast proliferasyonunu ve vaskiiler yogunlugu artirabilir ve bu da
yara iyilesmesini hizlandiric1 bir etkiye sahiptir. Bunlarin yaninda, kurkumin ayrica
yuksek antioksidan 6zelliklere sahiptir ve E vitaminine gore 10 kat daha fazla antioksidan

aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [96].

Kurkuminin yara iyilesmesindeki benzersiz biyolojik etkilerine ragmen, bu molekiiliin
kararlilig1 ve biyoyararlanim diisiiktiir. Ayrica, kurkuminden tiiretilen in vivo {riinler de
Ornegin kurkumin siilfat ve kurkumin glukuronid, ¢ok diisiik biyoaktiviteye sahiptir [9].
Kurkuminin yiiksek dozlarda sitotoksik 6zellikleri bulundugundan, salimmin kontrollii
ve strekli bir sekilde gergeklesmesini saglamak onemlidir [10]. Bu sinirlamalar,
kurkuminin stabilitesini ve biyoyararlanimin1 artirmak i¢in uygun tastyicilarin

gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarin artmasina yol agmaistir.

Literatiirde, kurkuminin yara Ortii malzemelerinde kullanildig1 bir¢cok calisma
bulunmaktadir. Fahimirad ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada kontrollii kurkumin
salimi ile hiicre canliligiin anlaml derecede iliskili oldugunu belirtilmistir [10]. Saeed
ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada ise biyouyumluluk testi sonuglarinda, kurkumin
miktar1 arttik¢a fibroblast hiicrelerinin canliliginin azaldig1 goriilmiistiir. Ancak, yliksek
miktarda kurkumin ile yiiklenmis (16%) orneklerde bile hiicre canlilig1 makul derecede

yiiksek (%58) olarak bulunmustur [101].

2.4.8. Nanofibroz Matrislerin Deri Doku Miihendisliginde Kullanimlari

Geleneksel ve modern yara ortiilerinde temel amag, yara iyilesmesinin verimli ve hizli bir
sekilde gerceklesmesi i¢cin uygun cevresel kosullarin saglanmasi ve yara iyilesmesini
geciktirici etkenlerin engellenmesini saglamaktir. Bu 6rtii malzemeleri her ne kadar etkili
olsalar da yara iyilesmesini etkileme/hizlandirma ve enfeksiyonlar1 6nleme/tedavi etme

acisindan sinirhdirlar.

Yara iyilesme siirecinin kontroliinde ve diizenlenmesinde HDM de 6nemli bir yere
sahiptir. HDM, kendisini ¢evreleyen hiicrelere yapisal ve biyokimyasal destek saglayan
kollajen, enzimler, glikoproteinler ve hidroksiapatit gibi hiicre dis1 makromolekiiller ve

minerallerden olusan ti¢ boyutlu bir agdir [102]. Hiicrelere ii¢ boyutlu bir mekanik destek
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olusturan HDM, ayrica sinyal molekiillerinin aktivitesini de diizenleyerek hiicrelerin

hayatta kalma, ¢ogalma, go¢ ve farklilasma gibi davraniglarini etkiler [103].

Nanofiber malzemelerin yiizey morfolojisi, kimyasal yapilar1 ve cesitli fiziksel 6zellikleri
kolaylikla kontrol edilebilmektedir. Boylece bir¢ok farkli biyomedikal uygulama icin
cesitli nanofibréz yapida malzeme {iretilebilmekte ve nanofibréz malzemeler doku
mihendisligi calismalarinda siklikla kullanilmaktadir. Birbiriyle kesisen birgok
nanofiberden olusan nanofibroz matrisler, yapilart sebebiyle oldukga yiiksek yiizey
alani/hacim orani ve gozeneklilik saglamaktadir. Bu yapilar, HDM ’nin yapisina benzerlik
gostermekte ve bu sayede hiicrelerin birbiri ve ortam ile olan etkilesimlerini
kolaylastirmaktadir [104]. Nanofibroz matrisler, yiliksek gézenekli yapilar1 sayesinde su
ve oksijen gecirgenligini, besin maddelerinin degisimini ve metabolik atiklarin
uzaklastirilmasini kolaylagtirarak hemostazi saglamaya da yardimci olur [105]. Ayrica,
ylksek yiizey alanlar1 sebebiyle yara tedavisinde kullanilan ilaglarin verimli bir sekilde
matris icerisine yiliklenmesini/emdirilmesini ve kontrollii bir sekilde salimini da

saglayabilmektedir [104].

Tez calismas1 kapsaminda nanofiberlerin deri doku miihendisligindeki kullanim alanlar1
ile ilgili detayl bir literatiir taramas1 yapilmustir ve ilgili literatiir asagidaki paragraflarda

detaylandirilmistir.

Khazaeli ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada diyabetik sican modelinde deri
yaralarin1 onarmak i¢in elektroegirme yontemiyle iiretilen PLA/kitosan nanofibroz
matrisler kullanilmigtir. Morina karacigeri yagi iceren nanofibr6z matrislerin, yiiksek
oksijen gecirgenligi ve yiiksek nem tutma kapasitesine sahip olduklar1 ve 14. giiniin
sonunda yara iyilesmesini hizlandirdig1 belirtilmistir [106]. Vashisth ve ark. tarafindan
yapilan bir caligmada ise elektroegirme kullanilarak gellan zamki ile nanofibréz matrisler
tiretilmistir. Uretilen nanofibréz yapilarin yiiksek biyouyumluluk ve yapisal biitiinliik
sergiledikleri ve insan dermal fibroblast hiicre kiiltliriinde, hiicre biiylimesi ve hiicre
yapigmasini tesvik ettikleri goriilmiistiir [107]. Baska bir ¢aligmada, Lai ve ark. kollajen
ve hiyaliironik asit kullanarak nanofibréz matrisler iiretmislerdir. Uretilen nanofiber
yapimin, in vitro vaskiiler benzeri tiibiiler yapi1 olusumunu iyilestirdigi ve diyabetik
sicanlarda yeni deri doku olusumunu destekledigi gosterilmistir [108]. Son olarak, He ve
ark. tarafindan yapilan bir ¢calismada PCL ve kitosan kullanilarak elektroegirme ile

nanofibréz matrisler tretilmistir. PCL/kitosan nanofiberlerin yiiksek antibakteriyel
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ozellige, serbest radikal temizleme kapasitesine ve biyouyumluluga sahip oldugu

belirtilmistir [109].

Tez kapsaminda, dispersiyon sekillendirme yontemiyle cesitli kaliplar kullanilarak
istenilen geometride ve kalinlikta, makrogdzenekli ve mekanik olarak kararli 3B
nanofibréz yara ortli malzemelerinin iiretilmesi amacglanmistir. Elde edilen yapilarin
HDM’ye benzerligi ile 2B yapilara gore hiicre yapismasi ve canliligini daha iyi
desteklemesi hedeflenmistir. Biyoaktif ajan olarak kullanilan kurkuminin iiretilen 3B
nanofibréz yara Ortli malzemelerinden kontrollii saliminin incelenmesi da tez
calismasmin diger hedeflerinden biridir. Literatiir taramasinda PCL/kitosan/kurkumin
formiilasyonuyla nanofiber formda 3B yara ortii malzemelerinin iiretimine ve bunlarin
yara Ortli malzemesi olarak kullanimina dair bilimsel bir ¢ikt1 bulunamamistir. Tiim bu
ozellikleriyle, tez kapsaminda gelistirilen 3B yap1 literatirden ayrigmaktadir ve tez

ciktilarinin literatiire 6nemli bir katki saglayacag diistiniilmektedir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Bu boliimde, tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan malzemeler ve deneysel calismalar
hakkinda detayl1 bilgiler verilmistir. Ilk asamada, geleneksel elektroegirme ydntemiyle
kurkumin igeren PCL/kitosan (PCL/Kit) 2B nanofibréz matris liretimi i¢in 6n ¢aligmalar
gerceklestirilmistir. Bu amagla, kullanilan polimerler i¢in farkli ¢oziicii karigimlar
kullanilarak en uygun polimer/¢oziicii sistemi i¢in en uygun elektroegirme parametreleri
belirlenmistir. Sonrasinda, bu parametreler iizerinden tezin sonraki asamalarinda

kullanilacak 2B nanofibréz matrisler basariyla tiretilmistir.

Tezin ikinci asamasinda, makrogdzenekli ve 3B nanofibroz yara ortii malzemelerinin
iretimi i¢in dispersiyon sekillendirme yontemi kullanilmistir. Bu asamada 1 cm x 1 cm
boyutlarinda kesilen 2B nanofibréz matrisler, homojenizatoér kullanilarak sulu tert-
biitanol ¢ozeltisi igerisinde siispanse hale getirilmistir. Sonrasinda, dispersiyonlar kaliba
dokiilerek dondurarak kurutma iglemi ile 3B nanofibroz yara ortii malzemeleri istenilen

boyut ve geometride liretilebilmistir.

Tezin son asamasinda, iiretilen 3B nanofibroz yara ortii malzemelerinin karakterizasyon
calismalar1 tamamlanmigstir. Kurkumin yiiklii 3B nanofibréz yara 6rtii malzemeleri i¢in
enkapsiilasyon verimleri ve ila¢ yiikleme kapasiteleri hesaplanmis ve kurkumin salim
profilleri ¢ikarilmistir. Kurkumin salim profillerine kinetik modeller uygulanmis ve
salima en uygun model ile model parametreleri belirlenmistir. Ug boyutlu nanofibroz yara
ortii malzemelerinin antibakteriyel etkileri, E.coli ve S.aureus bakteri suslar1 kullanilarak
incelenmigtir. Uretilen malzemelerin biyouyumlulugu, 1929 hiicreleri kullanilarak
sitotoksisite testleri ile incelenmistir. Ayrica, insan dermal fibroblast (HDF) hiicreleriyle
yapilan 14 giinliik hiicre kiiltiirii ¢alismas1 boyunca, HDF’lerin 3B nanofibroz yara ortii

malzemelerindeki morfolojileri ve canliliklar1 belirlenmistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Tez calismasi kapsaminda kullanilan PCL, kitosan (medium molecular weight) ve
kurkumin Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Elektroegirme
yonteminde kullanilan ¢oziiciiler; N,N-dimetilformamid (DMF), diklorometan (DCM),
formik asit (FA; 98-100%) ve asetik asit de (AA) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan
satin almmustir. iki boyutlu nanofibréz matrislerin siispanse haline getirilmesinde

kullanilan tert-biitanol (t-But) Merck (Almanya) firmasindan alinmustir.
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Sitotoksisite testleri i¢in kullanilan 1929 fare fibroblastik hiicre hattt Prof. Dr. Menemse
Gilimtisderelioglu’nun hiicre kiiltiirii laboratuvarindan temin edilmistir. Minimum
essential medium-alfa modifikasyonu (a-MEM) ve Dulbecco’s modified eagle’s medium
(DMEM) kiiltiir ortamlar1 Biochrom (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Hiicrelerin
kiiltiir kabi yiizeyinden kaldirilmasinda kullanilan Tripsin-EDTA ¢6zeltisi Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan; kiiltiir ortamina eklenen L-glutamin, penisilin-streptomisin(P/S),
fotal sigir serumu (FBS) ile Dulbecco fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS) Biowest (Fransa)
firmasindan satin almmistir. Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) ve izopropanol Sigma-Aldrich
(Almanya) firmasindan tedarik edilmistir. Hiicrelerin fiksasyonunda kullanilan
glutaraldehit (GA) ve hekzametildisilazan (HMDS) Sigma-Aldrich (Almanya)

firmasindan satin alinmistir.

3.2. iki Boyutlu Nanofibréz Matrislerin Uretimi

Poli(e-kaprolakton)/kitosan ~ (PCL-Kit)  nanofiberlerin  iiretiminde  kullanilan

elektroegirme ¢ozeltileri 3 farkli sekilde hazirlanmistir. Bunlar;

a) Fahimirad ve ark. tarafindan yapilan bir calismadaki ¢dzelti hazirlama yontemi temel
alinmistir [10]. Bunun i¢in, DCM:DMF (75:25, hacim/hacim) karigimi igerisinde, kitosan
kiitlesi toplam polimer kiitlesine gore hesaplanarak %35, %10 ve %20 oranlarinda (kiitle/
toplam kiitle; k/k) kitosan gruplar1 olusturulmustur. Sonikatér kullanilarak kitosanin
¢oziicli igerisinde homojen dagilmasi saglanmistir. Sonrasinda, kitosan ¢dzeltisine
kiitlece %10 PCL (%PCL kiitlesi/¢oziicli hacmi) eklenmis ve elde edilen ¢ozelti bir gece

boyunca manyetik karistiricida karistirilmastir.

b) Poli(e-kaprolakton)/kitosan ¢6zeltisi hazirlamak ig¢in ikinci bir yontem olarak
literatiirde kitosan ¢ozeltilerinde ¢oziicii olarak kullanilan asetik asit tercih edilmistir
[110-114]. Su ile %80, %90 oraninda seyreltilmis asetik asit ve saf asetik asit ¢oziiciileri
icerisine kitosan kiitlesi bir 6nceki paragrafta verilen oranlara gore hesaplanarak kitosan
eklenmistir. Cozeltiler manyetik karistiricida bir gece karistirilmistir. Ayrica ilk yontem
ile benzer sekilde DCM:DMF (75:25, hacim/hacim) igerisine kiitlece %10 PCL (%PCL
kiitlesi/¢oziicii hacmi) eklenmis ve elde edilen ¢dzelti bir gece boyunca manyetik
kanstiricida karistirllmistir. Hazirlanan AA ve DCM:DMF c¢ozeltileri, toplam karisimin
hacimce %10’u asetik asit olacak sekilde birlestirilmistir. Bu karigim da 1 saat boyunca

sonikator yardimi ile karistirilmistir.
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¢) Bir diger yontemde, PCL-Kit ¢cozeltisi i¢in formik asit ve asetik asit karigimi
kullanilmistir. Liverani ve ark. [115] yapmis oldugu bir ¢alisma referans alinarak hacimce
(7:3) oraninda FA:AA karisimi hazirlanmistir. Coziicii ortamina kiitle / ¢oziici hacmi
(k/h) %10 (PCL10) ve %12 (PCL12) olacak sekilde PCL eklenmis ve karisim manyetik
karigtiricida tam olarak ¢oziinene kadar (6 saat) karistirilmistir. Kitosan kiitlesi toplam
polimer kiitlesine gore %5 (Kit5), %10 (Kit10) ve %20 (Kit20) olacak sekilde kitosan
cozeltiye eklenerek manyetik karistiricida 1 gece karistirlmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin
elektroegirme parametreleri i¢in en uygun kosullar belirlenmistir. Bunun i¢in denenen

parametreler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. PCL12 gruplar i¢in elektroegirme parametreleri.

Gruplar Voltaj Akis Hiz Uzakhk

PCL12 10-20 kV 0,2—-0,6 mL/sa 10-18 cm
PCL12-Kit5 15-25kV 0,2 —0,6 mL/sa 10-18 cm
PCL12-Kitl10 15-25 kV 0,2-0,6 mL/sa 10-18 cm
PCL12-Kit20 15-25kV 0,2 —0,6 mL/sa 10-18 cm

Yara iyilesmesinde kullanilan ve kurkumin iceren elektroegrilmis matrislerin iiretimi ile
ilgili literatiir incelendiginde, kurkumin kiitlesinin toplam polimer kiitlesine oran1 %3-10
arasinda olacak sekilde kullanildig1 goriilmiistiir [116-118]. Bu ylizden, tez calismasi
kapsaminda kurkumin i¢in %5 (Kur5) ve %10 (Kurl0) (kiitle/toplam polimer kiitlesi)
derigimlerinin kullanilmasina karar verilmistir. Bu iki grup i¢in (7:3) oraninda FA:AA
¢Oziicii karisimi hazirlanmis ve bu karisima PCL kiitlesi / ¢ozilicii hacmi %12 olacak
sekilde PCL eklenmistir. Karisim manyetik karistiricida, oda sicakliginda, tam olarak
¢oziinene kadar (6 saat) karistirildiktan sonra igerisine kiitlece toplam polimer kiitlesinin
%35 ve %10’u olacak sekilde kurkumin eklenmistir. Kurkumin homojen olarak dagilana
kadar ¢ozelti (30 dakika) manyetik karistiricida karistirilmistir. Sonrasinda, bu ¢ozeltilere
kitosan kiitlesi toplam polimer kiitlesine gore %10 olacak sekilde kitosan eklenerek
manyetik karigtiricidda 1 gece daha karistirlmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerle en uygun
elektroegirme kosullarinin belirlenmesi icin ¢esitli calismalar gergeklestirilmistir. iki
boyutlu nanofibréz matrislerin iiretim asamalart Sekil 3.1°de Ozetlenmistir.

Elektroegirme caligmalarinda denenmis olan parametreler Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplar1 i¢in elektroegirme

parametreleri®.
Gruplar Voltaj Akis Hiza Uzakhk
PCL-Kit 15-25kV 0,2 — 0,6 mL/sa 10-18 cm
PCL-Kit-Kur5 15-25kV 0,2—-0,6 mL/sa 10-18 cm
PCL-Kit-Kur10 15-25kV 0,2 —-0,6 mL/sa 10-18 cm

* (izelge 3.2°de PCL derigimi %12 olarak, kitosan derigimi ise %10 olarak kullanilmistir
(Bknz. Sonuglar Boliim 4.1.2).

PCL  Kitosan s — u—
~ l

Kurkumin s o
Cozelti Hazirlama | 2B Nanofibréz

Matris
/ Je
= e

Elektroegirme

Sekil 3.1. iki boyutlu nanofibrdz matrislerin iiretimine ait sematik gosterim.

3.3. Kurkumin Yiikli PCL/Kitosan 3B Nanofibroz Yara Ortii Malzemelerinin

Uretimi

Elektroegirme ile elde edilen 2B nanofibréz matrislerden 3B nanofibr6z yara ortii
malzemelerinin tiretiminde PCL, PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplar1
kullanilmistir. Bu adimda Mader ve ark. tarafindan yapilan c¢alismada kullanilan
yontemler referans alinmistir [119]. Geleneksel elektroegirme yontemi ile {iretilmis olan
nanofibrdéz matrisler 1 cm x 1 cm boyutlarinda kesilmistir. Hacimce 1:4 oraninda tert-
biitanol/saf su (t-But/UW) karisim1 hazirlanmistir. Hazirlanan t-But/UW karigimindan 15
mL alinmis ve igerisine hacimce %0,045 oraninda DCM eklenmistir. Kiiclik pargalar
halinde kesilmis olan 0,2 g nanofibréz matrisler, sivi karisimina eklenmis ve 40 dk.
boyunca 15,000 rpm hizinda homojenizatér kullanilarak siispanse hale getirilmistir.
Homojen nanofiber dispersiyonlar: farkli boyutlardaki kaliplara dokiilerek -80°C’de 24

saat boyunca dondurulmustur. Donma islemi sonrasinda kaliplar liyofilizatore (Christ,
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Almanya) yerlestirilmis ve Ornekler 48 saat boyunca kurutulmustur. Ug boyutlu

nanofibroz yara ortii malzemelerinin iiretim asamalar1 Sekil 3.2°de 6zetlenmistir.

™~ = T u: T g T T
Pargalara - Kaliba Dondurarak 3B Doku
Homojenizasyon Z Dondurma s :
Ayirma Dokme Kurutma Iskelesi

Sekil 3.2. U¢ boyutlu nanofibréz yara ortii malzemelerinin {iretimine ait sematik

gosterim.

3.4. Nanofibroz Yara Ortii Malzemelerinin Karakterizasyonu

Elde edilen yara ortli malzemelerinin doku miihendisliginde kullanima uygunlugunun
incelenmesi amaciyla gesitli karakterizasyon islemleri gergeklestirilmistir. Bu yontemlere

ait detayli bilgiler asagida sunulmustur.

3.4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Iki boyutlu nanofibréz matrislerin ve 3B nanofibroz yara rtii malzemelerinin morfolojik
incelemeleri taramali elektron mikroskobu (Zeiss Evo 50, Almanya) ile
gergeklestirilmistir. Elde edilen SEM goriintiileri, ImageJ (Ulusal Saglik Enstitiisii,
A.B.D.) programina aktarilarak 2B ve 3B yapilardaki nanofiberlerin ortalama ¢ap ve ¢ap
dagilimlar1 hesaplanmig ve histogram grafikleri ¢izilmistir. Ayrica, ImageJ programu ile

2B ve 3B yapilarinin gdzenek ¢aplar1 da dl¢iilmiistiir.

3.4.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre (FTIR) Analizi

Uretilen 3B nanofibréz yara ortii malzemelerinin kimyasal yapilar1 Fourier Transform
kizil6tesi (Nicolet iS10, Thermo Scientific, A.B.D.) spektroskopisi kullanilarak 400 —

4000 cm! dalga sayis1 araliginda belirlenmistir.

3.4.3. Su Temas Acis1 Ol¢iimii

Ug boyutlu nanofibrdz yara ortii malzemelerinde, damlatilan suyun makrogdzenekli
yapilar tarafindan hemen emilmesi sebebi ile Ol¢glim yapilamamistir. Bu sebeple,

geleneksel elektroegirmeyle iiretilen 2B nanofibréz matrislerin iizerine 10 pL distile su

39



damlatilarak 1slatilabilirlikleri su temas agis1 6l¢iim cihaziyla (Attension Theta Flex,

Isveg) belirlenmistir.

3.4.4. Su Alm Kapasitesinin Belirlenmesi

Hazirlanmis olan 3B nanofibréz yara oOrtii malzemeleri, su alim kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla PBS igerisinde (37°C, pH=7,4) inkiibe edilmistir. Ornekler
inkiibasyon siiresince; baglangic an1 0 ve 30. dk arasinda 5’er dakika arayla, sonrasinda
1.,2.,3.,12., 18. ve 24. saat sonunda tampon ¢ozeltisinden ¢ikarilmis, 6nce havlu kagit
ile nemi alindiktan sonra, herhangi bir kurutma islemine tabi tutulmadan 1slak tartimlari
gerceklestirilmistir. Matrislerin % su igerigi, asagida verilen Esitlik 3.1 kullanilarak
hesaplanmistir. Denklemde W, ¢ yas agirligi, Wy, ise kuru agirhigi simgelemektedir.
Wyas = Wiuru y (3.1)

Yomatriks su icerigi = W, 100
kuru

3.4.5. In Vitro Biyobozunurluk Testi

Uc boyutlu nanofibréz yara ortii malzemelerinin biyobozunurluk davranislarinin
belirlenmesi i¢in her bir 6rnek 37°C’deki 10 mL fosfat tamponu igerisine (PBS, pH: 7.,4)
koyulmustur. Cozelti icerisine mikroorganizma olusumunu engellemek amaci ile %0, 1
(kiitle / ¢Oziicii hacmi) oraninda sodyum azid eklenmistir. Sonrasinda 7., 14. ve 28.
giinlerde 6rnekler ¢ozeltiden alinmistir. Ayrica, bozunurluk ortami haftada bir yenisiyle
degistirilmis ve malzemeler her bir Ornekleme zamani i¢in dondurarak kurutma
yontemiyle 24 saat kurutulmustur. Kurutulmus 6rneklerin kiitleleri bir hassas terazide
Ol¢iilmiis ve bozunma yiizdeleri asagida verilen Esitlik 3.2 ile hesaplanmistir. Denklemde
W, 6rnegin baslangi¢ anindaki kiitlesini, W; ise t anindaki kiitlesini simgelemektedir.

W, — W,
0 Tt %100 (-2

0, J—
/OBozunma - W
0

3.4.6. Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Ug boyutlu nanofibréz yara ortii malzemelerinin mekanik 6zellikleri basma testiyle
(TA.XTPlus, Stable Microsystems, Birlesik Krallik) belirlenmistir. Bu amacla 6rnekler,
10 mm ¢apinda ve 8-9 cm yiiksekliginde iiretilmistir. Orneklere sonrasinda 5 mm/dk hizla

50 N’luk bir kuvvet uygulanmistir. Elde edilen gerilim-gerinim egrilerinden
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malzemelerin mekanik 6zellikleri belirlenmistir. Ol¢iimler her 6rnek grubu igin 3 paralel

ornek ile gerceklestirilmistir.
3.4.7. Bilgisayarh Tomografi (n-BT) Goriintiilemesi

Ucg boyutlu nanofibréz yara 6rtii malzemelerinin makrogdzenekli yapis1 ve gdzeneklilik
oraninin belirlenmesi icin Hacettepe Universitesi Ileri Teknolojiler Uygulama ve
Arastirma Merkezi’nde (HUNITEK) p-BT yéntemiyle tarama islemi gerceklestirilmistir.
Uretilen malzemeler Skyscan (Bruker) marka 1272 model X-ismnlar1 tomografisi
kullanilarak goriintiilenmis ve ham X-iginlar1 tomografisi verileri NRecon (Skyscan)
yazilimi ile yeniden olusturulmustur. Yeniden olusturulan kesitler CTVox, CTAn ve

CTDataview adli (Skyscan) yazilimlari ile analiz edilmigtir.

3.5. U¢ Boyutlu Nanofibroz Yara Ortii Malzemelerine Kurkumin Yiikleme ve Salim

Cahsmalarn

3.5.1. U¢ Boyutlu Nanofibréz Yara Ortii Malzemelerine Yiiklenen Kurkumin

Miktarinin Belirlenmesi

Uc boyutlu nanofibroz yara &rtii malzemelerine yiiklenen kurkumin miktarinin
belirlenmesi i¢in aymi ¢oziicliler icerisinde hazirlanmis kurkumin ¢o6zeltilerinden
kalibrasyon egrisi ¢ikarilmistir. Bunun i¢in dncelikle 100 pg/mL olacak sekilde kurkumin
stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cozelti i¢cin 2 mL kloroform ve 2 mL dimetiksiilfoksit
(DMSO) cam tiiplere konulmustur. Bu cam tiipler ultrasonik banyo igerisinde 10 dk.
soniklenmistir. Sonrasinda, ayni tiiplere 16 mL asetonitril eklenerek 10 dk. daha
sonikasyon devam ettirilmistir. Bu ¢ozeltiden seri seyreltmeler sonucunda 100 — 12,5
pg/mL  kurkumin kalibrasyon c¢ozeltileri elde edilmistir. Hazirlanan kurkumin
cozeltilerinin 425 nm’de absorbanslar1 ultraviyole (UV) spektrofotometre (Nanodrop

2000c, Thermo scientific, ABD) ile okunmus ve kalibrasyon egrisi elde edilmistir.

Ug boyutlu nanofibrdz yara ortii malzemeleri icerisine yiiklenen kurkumin miktari,
kurkuminin ~ nanofiberlerden  ekstraksiyonu  sonrasinda  absorbansmin UV
spektrofotometre ile Olgiilmesiyle belirlenmistir. Bunun i¢in, yaklasik 10 mg
PCL/Kit/Kur5 ve PCL/Kit/Kur10 6rnekleri ayr1 ayr1 bir cam tiipe yerlestirilmis ve tiiplere
yukarida kurkumin kalibrasyon egrisinin eldesi i¢in kullanilan stok ¢dzeltisi eklenerek
malzemelerin tamamen ¢ozlinmesi saglanmistir. Sonikasyon sonrasinda 6rnekleri igeren

tiipler 2,500 rpm’de 5 dk. santrifiijlenmistir. Kurkumin igeren ¢ozeltiler 425 nm’de UV
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spektrofotometre ile analiz edilmistir. Elde edilen absorbans verileri, kalibrasyon
egrisindeki grafige yerlestirilerek nanofibréz matrisler icerisine yiiklenen kurkumin
miktar1 hesaplanmigtir. Sonrasinda 6rnekler i¢in enkapsiilasyon verimi (Esitlik 3.4) ve
ilag ylikleme kapasitesi (Esitlik 3.5) hesaplanmustir. Denklemlerde Wgpapsiiasyon
orneklerde enkapsiile edilen kurkumin kiitlesini, Wyikienen baslangicta Orneklere

yiiklenen kurkumin miktarini, Wy, ise kuru 6rnek kiitlesini simgelemektedir.

0 _ WEnkapsijlasyon (3.4)
A)Enkapsﬁlasyon Verimi = W— X 100
Yiklenen
0/. _ WEnkapsiilasyon 100 (3.5)
/Olla(; Yiikeleme Kapasitesi — W—
Kuru

3.5.2. U¢ Boyutlu Nanofibréz Yara Ortii Malzemelerinden Sahnan Kurkumin

Miktarmnin Belirlenmesi

Kurkuminin sulu ortamlardaki diisiik ¢oziiniirliiglinden dolay1 in vitro salim ¢aligmalari
kiitlece %0,5 Tween 80 ve hacimce %10 etanol igeren PBS (pH: 7,4) icerisinde
gerceklestirilmistir. Ornekler 10 mL salim ortami iceren kahverengi cam siselere
aktarilmis ve siseler 37°C’de c¢alisan bir calkalamali inkiibatore (100 rpm)
yerlestirilmistir. Belirli zamanlarda (5., 15., 30., 60., 120., 180., 240., 300., 360., ve 480.
dakikalar; 24., 55., 57., ve 72. saatler), 6rnekler iizerinden 1 mL ortam ¢ekilmis ve siselere
salim hacmini sabit tutmak i¢in 1 mL taze salim ortami eklenmistir. Cekilen salim
ortaminin absorbansi 425 nm’de UV spektrofotometresi ile dl¢iilmiis, kiimiilatif salim
miktarlar1 hesaplanmis ve bu degerler zamana kars1 % kiimiilatif salim degerleri olarak
grafige dokiilmiistiir. Kiimiilatif kurkumin salim miktarlari i¢in yine yukarida anlatilan
yonteme benzer bir sekilde kurkumin kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Bunun i¢in 9 mL
%0,5 Tween 80 iceren PBS ve 1 mL etanol karistirilmis, igerisine 1 mg kurkumin
eklenerek 100 pg/mL derisimli kurkumin ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiden seri
seyreltmeler sonucunda 100 — 12,5 pg/mL kurkumin kalibrasyon ¢ozeltileri elde edilmis

ve kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
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3.5.3. U¢ Boyutlu Nanofibréz Yara Ortii Malzemelerinde Kurkumin Salim

Mekanizmasinin Belirlenmesi

Polimer sistemlerden ila¢ salim kinetiklerini modellemeyi amaclayan c¢esitli
matematiksel modeller bulunmaktadir [120, 121]. Uc boyutlu nanofibrdz yara ortii
malzemelerinden kurkuminin salim mekanizmasinin belirlenmesi i¢in elde edilen salim
verileri sifirinct derece (zero-order), birinci derece (first-order), Higuchi ve Korsmeyer-
Peppas kinetik modellerine uygulanarak salima en uygun model ve model parametreleri

belirlenmistir. Kullanilan kinetik modellere ait denklemler asagida verilmistir.

Sifirinct derece kinetik modelde, ¢t anindaki ila¢ salim miktar1 su sekilde temsil edilir:
M, /Mo, = kot (3.6)
Birinci derece kinetik modelde, t anindaki ilag salim miktar1 su sekilde temsil edilir:
log(100 — W) = log100 — kt (3.7)
Higuchi modelinde, t anindaki ila¢ salim miktar1 su sekilde temsil edilir:
M, /M, = kyt'/? (3.8)
Korsmeyer-Peppas modelinde, t anindaki ila¢ salim miktar1 ise su sekilde temsil edilir:
M, /M, = kt™ 3.9

Bu denklemlerde M,/M, t aninda salinan ilag oranmni; W t aninda salinan ilag
ylizdesini; kg, ki, ky ve k de sirasiyla sifirinci1 derece, birinci derece, Higuchi ve

Korsmeyer-Peppas kinetik sabitlerini simgelemektedir.

3.6. Antibakteriyel Testler

Ug¢ boyutlu nanofibréz yara Orti malzemelerinin antibakteriyel etkinliginin
incelenebilmesi i¢in CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) standartlari
dogrultusunda agar diflizyon yontemi kullanilmistir. Antimikrobiyal testler icin
kullanilan Escherichia coli ATCC 25922 (gram negatif) ve Staphylococcus aureus ATCC
25923 (gram pozitif) bakteri suslar1 Hacettepe Universitesi Biyoloji Boliimii
Biyoteknoloji Anabilim Dali kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir.
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Agar diflizyon yontemi i¢in Mueller—Hinton Agar (MHA, Merck) besiyerleri
hazirlanarak otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edilmis ve petrilere dokiilerek calisma
icin hazir hale getirilmistir. Agar difiizyon yonteminde kullanilan Escherichia coli ATCC
25922 ve Staphylococcus aureus ATCC 25923 suslarinin 0,5 MacFarland
yogunlugundaki 24 saatlik kiiltiirlerinden 100 pL petrilere aktarilmis ve yayma ekim
teknigi ile MHA besiyerleri lizerine inokiile edilmistir. Daha 6nce belirtildigi iizere, steril
olarak hazirlanmis 3B nanofibroz yara ortli malzemeleri steril bir pens yardimiyla agar
ylzeyine steril kosullarda yerlestirilmis ve Ornekler statik etiivde (New Brunswick,
A.B.D.) 37°C’de 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda inhibisyon zon gaplar1
(mm) Olgiilerek oOrneklerin mikroorganizmalar tizerindeki antimikrobiyal aktivitesi

degerlendirilmistir.

3.7. Hiicre Kiiltiirii Cahsmalar
3.7.1. In Vitro Sitotoksisite Testleri

Uc¢ boyutlu nanofibroz yara ortii malzemelerinin hiicreler {izerindeki etkisinin
degerlendirilmesi amaciyla 24 saatlik sitotoksisite testi, ISO 10993-5 standartlarina [122]

uygun olarak gergeklestirilmistir.
3.7.1.1. Fare Fibroblast .929 Hiicrelerinin Cogaltilmasi

ISO 10993-5 [122] standardina gore in vitro sitotoksisite testlerinde fare fibroblast
kaynakli L929 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Dondurulmus bir halde — 80 “C’deki sivi
azottan alman 1929 hiicreleri 37°C’de ¢ozdiiriilmiis ve ardindan hiicreler normal kiiltiir
ortami (0-MEM igerisinde %10 (h/h) FBS, 4 mM glutamin ve %]1 (h/h) penisilin-
streptomisin) igerisinde 75 cm?’lik steril plastik kiiltiir kaplarina aktarilmistir. Hiicreler
bu kiiltiir kaplar1 yiizeyini %70-80 oraninda kapladiktan sonra in vitro sitotoksisite

testlerine gegilmistir.
3.7.1.2. Hiicre Canlihginin ve Morfolojilerinin Belirlenmesi

Sitotoksisite testleri i¢in PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait 3B
nanofibroz yara Ortli malzemelerinden alinan 6rnekler 15 mL’lik steril plastik Falcon
tiipler icerisinde bulunan 2 mL normal kiiltiir ortamma (a-MEM igerisinde %10
(hacim/hacim) FBS, 4 mM glutamin ve %1 (h/h) penisilin-streptomisin) koyulmus ve 1
gece boyunca 37°C, %5’lik CO2 ve %95 nemlilik igeren CO2 etiiviinde 24 saat

bekletilmistir. Bu islemin sonunda 6rnekler kiiltiir ortamindan alinmis ve deneylerde bu
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ortam ekstraksiyon ortami olarak kullanilmistir. Ardindan, ekstrakt ortamlar1 0,22 pm’lik
filtrelerden gegirilerek sterilize edilmistir. Hiicreler 1x10° hiicre/mL olacak sekilde
normal kiiltiir ortaminda dagitilmis ve her bir 96 goze 100 pL hiicreli ortam eklenerek
gozlere 1x10* hiicre sayisinda ekim yapilmstir. Hiicreler sonrasinda CO: etiiviinde 24
saat kiiltiire edilmis ve hiicrelerin kiiltiir kab1 yiizeyini kaplamas1 saglanmigtir. Kiiltiir
sonras1 malzemelerin bekletildigi ekstraksiyon ortamlarmin hacimece %100, %50, %25
oranindaki seri dilisyonlar1 normal kiiltiir ortamiyla hazirlanmis ve bu ortamlar 96 gozlii
kab1 gozlerine eklenmistir. Bu testte negatif kontrol grubu olarak 96 gozlerde ¢ogaltilmis
hiicreler lizerine taze normal kiiltiir ortami, pozitif kontrol grubu olarak hiicreler iizerinde
toksik etkisi bilinen hacimce %10’luk DMSO kullanilmistir. Hiicreler bu ekstraksiyon
ortamlariyla 24 saat kiiltiire edildikten sonra hiicre canliliklart ve morfolojileri MTT

analizi ve kristal viyole boyamalariyla incelenmistir.
3.7.1.3. MTT Testi

Canli hiicrelerin mitokondrisi MTT yapisinda bulunan tetrazolyum bilesenini
indirgeyerek formazan kristallerine doniistiirmektedir. Olusan bu  kristaller
¢coziindligiinde ortaya c¢ikan mor renkli c¢ozeltinin absorbans degeri Olgiiliir.
Ekstraksiyonlarin seri diliisyonlarinda bekletilmis hiicreler lizerindeki ortamlar, 24 saat
kiiltiirasyon sonrasi alinmis ve her bir gdzdeki hiicreler tizerine 200 pL a-MEM c¢ozeltisi
ve 20 pL MTT cozeltisi karisimi eklenmistir. Hiicreler bu sekilde 37°C’deki CO:2
etiiviinde 3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra, hiicreler
tizerindeki ortam uzaklagtirilmis ve her bir géze 250 pL izopropanol eklenerek olusan
formazan kristallerinin ¢oziinmesi saglanmistir. Elde edilen mor renkli ¢ozeltinin optik
yogunlugu, 690 nm referans olmak iizere 570 nm’de mikroplaka okuyucu (Asys UVM
340, Avusturya) ile spektrofotometrik olarak ol¢iilmiistiir. Hiicre canliliklar1 asagidaki

esitlik ile hesaplanmistir:

ODOrnek % 100 (3~]0)

% .. L=
Hicre Canliligy
ODKontrol

Bu esitlikte ODgyper %100, %50 ve %25 ornek ekstraksiyon ortamiyla muamele edilmis
hiicrelerin Olgiilen optik yogunlugunu, ODgniror 1S€ Orneklerle ayni kosullarda
bekletilmis normal kiiltiir ortam1 (%0 ekstrakt ortami) eklenen hiicrelerin dl¢iilen optik
yogunlugudur. Hiicre canliligmin %70’den az olmas1 6rnegin hiicreler iizerinde toksik

etkisinin oldugunu gdstermektedir.
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3.7.1.4. Kristal Viyole Analizi

Malzeme ekstraksiyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerin morfolojileri, kristal viyole
boyama ile belirlenmistir. Bu amagcla, oncelikle kiiltiir kabinda bulunan ekstraksiyon
ortamlar1 uzaklastirilmig ve PBS ile 2 kez yikama islemi gergeklestirilmistir. Daha sonra
hiicrelere hacimce 1:1 oraninda aseton/metanol karisimi ile 4°C’de 20 dk fiksasyon iglemi
uygulanmistir. Ardindan %20’lik metanol ¢6zeltisinde hazirlanan %0,5’lik kristal viyole
cozeltisi hiicrelerin {lizerine konulmus ve kiltir kaplar1 karanlikta 30 dakika
bekletilmistir. Son olarak boyanan yiizeyler akan suyun altinda yikanmis ve 151k

mikroskobu (Olympus IX71, Japonya) altinda hiicrelerin morfolojileri incelenmistir.

3.7.2. iki Boyutlu Nanofibréz Matrislerin ve U¢c Boyutlu Nanofibréz Yara Ortii

Malzemelerle Gerceklestirilen Hiicre Kiiltiirii Calismalar

Ilk olarak 2B nanofibréz matrislerin biyouyumluluklarinin ve malzeme-hiicre
etkilesimlerinin belirlenmesi i¢in HDF hiicreleri ile 14 gilinliik hiicre kiiltiirii ¢aligmast
yapilmistir. Daha sonrasinda 3B nanofibr6z yara 6rtii malzemeleri ile de 14 giinliik hiicre
kiiltiirii ¢alismas1 gerceklestirilmistir. Iki boyutlu nanofibréz malzemeler igin 1 cm x 1
cm boyutlarinda kesilmis 6rnekler kullanilmis; 3B nanofibréz yara ortii malzemeleri i¢in
ise ¢aplar1 ~9 mm, yiikseklikleri ~4mm olan 6rnekler kullanilmugtir. Iki boyutlu ve 3B
malzemelere ayni sayida ve benzer sekilde hiicre ekimi yapildigi i¢in deneysel ¢caligmalar
ayni basliklar altinda anlatilmistir. Iki boyutlu nanofibrdz matrisler ve 3B nanofibroz yara
ortii malzemeleriyle hiicre kiiltiirii ¢alismalari insan dermal fibroblast hiicreleriyle

gergeklestirilmistir.
3.7.2.1. insan Dermal Fibroblast (HDF) Hiicrelerinin Cogaltilmasi

Dondurulmus bir halde siv1 azotta bulunan HDF hiicreleri 37°C’de hizli bir ¢6zdiirme
islemine maruz birakilmis ve sonrasinda hiicreler normal kiltiir ortami1 (Dulbecco
Modifiye Eagle Ortami1 (DMEM) igerisinde %10 (hacim/hacim) FBS, %2 (hacim/hacim)
glutamin ve %1 (hacim/hacim) penisilin-streptomisin) ile 75 cm?’lik steril plastik kiiltiir
kaplarina aktarilmistir. Sonrasinda kiiltiir kaplart %5 CO2 igeren %95 nemlilikteki
inkiibatore (37°C) yerlestirilmistir. Hiicreler kiiltiir kabi ytlizeylerini %90 kapladig1 anda
Tripsin/EDTA ile yiizeylerden kaldirilarak hiicre ekimi icin belirlenen sayida normal

kiltiir ortaminda stispanse edilmistir.
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3.7.2.2. Nanofibroz Matrislere Hiicre Ekimi

Calismada kullanilan tim malzemelerinin sterilizasyonu i¢in, ornekler yiizeylerini
kaplayacak sekilde %70’lik etanol icerisinde 30 dakika bekletilmis ve 6rnekler sonrasinda
etanoliin uzaklastirilmas:1 i¢in PBS c¢ozeltisi ile yikanmistir. Yikama sonrasinda

orneklerin her bir ylizeyi ayr1 ayr1 30 dakika UV sterilizasyonuna tabi tutulmustur.

Steril 2B nanofibréz matrisler ve 3B nanofibroz yara oOrtii malzemeleri, hiicre ekimi
oncesinde 2 saat sartlandirma ortaminda (DMEM igerisinde %10 (hacim/hacim) FBS, 2
mM glutamin ve %1 (hacim/hacim) penisilin-streptomisin) bekletilerek serum igerisinde
bulunan proteinlerin malzeme yiizeylerine adsorplanmasi saglanmigstir. Hiicre ekimi
gerceklestirilmeden 6nce, iskelelerdeki ortam pipet yardimi ile uzaklastirilmistir. Insan
dermal fibroblast hiicreleri, her bir 6rnek basma 250,000 hiicre diisecek sekilde normal
biiyiime ortaminda (DMEM igerisinde %10 (hacim/hacim) FBS, %2 (hacim/hacim)
glutamin ve %1 (hacim/hacim) penisilin-streptomisin) siispanse edilmistir. Hiicreler, 20
pL biiylime ortamiyla 6rnekler lizerine ekilmis ve 6rneklerin kurumasini engellemek i¢in
her bir iskeleye 30 dk. araliklarla 20 pL taze kiiltiir ortam eklenmistir. Ug saatin sonunda
24 gozlii kiltiir kaplarina 1 mL biiylime ortami eklenerek hiicre ekimi tamamlanmistir.
Tim hiicre kiiltlirii ¢calismalar1 laminar akish kabinde (Bioair, Type II Laminar Flow
Cabinet, Italya) gerceklestirilmis ve hiicre ekilmis drnekler ise 37°C’deki %5 CO: iceren
%095 nemlilikteki inkiibatérde (Panasonic Instruments, Japonya) 3 giinde bir ortamlari

tazelenerek 14 giin boyunca kiiltiire edilmislerdir.
3.7.2.3. Hiicre Proliferasyonunun Belirlenmesi

Iki boyutlu nanofibréz matris ve 3B nanofibrdz yara 6rtii malzemeleri iizerinde ¢ogalan
HDF hiicrelerinin mitokondriyal aktiviteleri, kiiltlir siiresince farkli zamanlarda (2B
nanofibréz matrisler; 1.,7. ve 14. giin ve 3B nanofibroz yara 6rtii malzemeleri; 1., 4., 7.
ve 14. glin), MTT ile kantitatif olarak belirlenmistir. MTT testinde elde edilen absorbans
degeri, liremesini devam ettiren canli hiicre miktar1 ile dogru orantilidir. MTT analizi i¢in
oncelikle malzemeler iizerindeki kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve her bir 6rnek yeni bir
24 gozli kiiltiir kabina alinmistir. Ardindan, her bir géze 600 pL serumsuz besi ortami ve
60 uL MTT c¢ozeltisi (2,5 mg/mL PBS) eklenmis ve hiicreler bu sekilde 37°C’deki etiivde
3 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirecinden sonra, rnekler iizerindeki ortam
uzaklastirilmig ve her bir goze 400 pL izopropanol eklenerek olusan formazan

kristallerinin ¢6zlinmesi saglanmistir. Elde edilen ¢ozeltiden 200 pL alinarak 96 gozlii
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kiltiir kaplarina aktarilmistir. Cozeltinin optik yogunlugu, 690 nm referans olmak iizere
570 nm’de mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile spektrofotometrik

olarak Ol¢llmiistiir.
3.7.2.3. Hiicre Morfolojilerinin Belirlenmesi

Iki boyutlu nanofibréz matrislere ve 3B nanofibrdz yara ortii malzemelerine ekilen
hiicrelerin morfolojileri, hiicre-hiicre ve hiicre-nanofiber etkilesimleri, kiiltiiriin 1. ve 14.
gilinleri sonrast SEM analizi ile incelenmistir. Kiiltiir ortami, érneklerin bulundugu
gozlerden uzaklastirilmis ve 6rnekler PBS ile iki defa yikanmistir. Daha sonra, hiicreler
0,1 M Dulbecco PBS icerisinde hazirlanmis hacimce % 2,5’lik gluteraldehit ile
fikslenmistir. Analiz 6ncesi, 6rnekler, hacimce % 30, 50, 70, 90 ve 100’liik etanol serisi
icerisinde 1’er dk bekletilerek susuzlastirma islemi yapilmistir. Ornekler, bu islemden
sonra hekzametildisilazan (HMDS) ile 5 dk. muamele edilmis ve 1 gece boyunca g¢eker
ocak icerisinde kurutulmustur. Ornekler daha sonra ince bir altin tabakasiyla kaplanarak

SEM (Tescan GAIA3, Cekya) analizi gergeklestirilmistir.

3.8. istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler i¢in IBM® SPSSO (IBM, ABD) programinin 20. siiriimii
kullanilmistir. Tiim analiz verileri, en az ii¢ paralel 6rnegin ortalamatstandart sapma
degerleri olarak verilmistir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamlilik dereceleri
Student’s t-test veya tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Caligma
%095’lik giiven araliginda yapilmis ve p degerinin 0,05’ten kiiclik oldugu durumlarda
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu kabul edilmistir (*p<0,05,

#%p<0,01 ve **%p<0,001).
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Tez calismasi kapsaminda, geleneksel elektroegirme ve dispersiyon sekillendirme
yontemleri kullanilarak kurkumin yiikli makrogdzenekli 3B nanofibréz yara ortii
malzemelerinin iiretimi gergeklestirilmistir. Tez caligmast sonucunda elde edilen ¢iktilar

bu boliimde tartigilmustir.

Bu boliimde, geleneksel elektroegirme yontemi ile elde edilen 2B nanofibréz matrislerin
ve bu matrislerden elde edilen 3B nanofibroz yara ortii malzemelerinin {liretim siirecleri
ile bu siiregler sirasinda elde edilen sonuglar detayli bir sekilde agiklanmistir. Uretilen
malzemelerin morfolojik ve fiziksel 6zellikleri, kimyasal yapilari, biyobozunurluklar1 ve
antibakteriyel ozellikleri, yapilan testler ve analizler ile incelenmis ve yine elde edilen
sonuglar bu boliimde ayrintili bir sekilde aciklanmustir. Ayrica, kurkumin yiikli 3B
nanofibréz yara Ortli malzemelerinin enkapsiilasyon verimliligi ve kurkumin salim
profilleri de bu boliimde tartisilmistir. Son olarak, hiicre kiiltlirii calismalari ile edilen

SEM goriintiileri ve MTT analizi sonuglar1 verilmistir.

Tez caligmasi kapsaminda ortaya ¢ikan tiim sonuglar, literatiirdeki bilgiler 1s18inda

tartisilmis ve literatiirdeki benzer ¢alismalar ile karsilastirmal1 olarak sunulmustur.

4.1. iki Boyutlu Nanofibréz Matrislerin Uretimi
4.1.1. Geleneksel Elektroegirme Yonteminde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Poli(e-kaprolakton)/kitosan ~ (PCL-Kit)  nanofiberlerin  iiretiminde  kullanilan

elektroegirme ¢ozeltileri 3 farkl sekilde hazirlanmistir.

Ilk olarak PCL-Kit igin ¢dziicii olarak DCM:DMF (75:25, hacim/hacim) karisimi
denenmistir [10]. Deneyin ilk asamasinda ¢oziicii igerisine yalnizca %10 PCL (k/h)
eklenmis ve elde edilen ¢ozeltiden geleneksel elektroegirme yontemi kullanilarak basarili
bir sekilde nanofiber yapilar elde edilmistir. DCM:DMF karigiminin PCL i¢in basaril
oldugu goriildiikten sonra PCL-Kit grubu i¢in de bu karisimin denenmesine karar
verilmistir. Bu adim i¢cin DCM:DMF karisimi igerisine kitosan eklenip homojenizasyonu
saglanmis ve sonrasinda c¢ozelti igerisine %10 PCL (k/h) eklenip bir gece manyetik

karistiricida karistirilmistir.

Ornek gruplarindan (toplam polimer kiitlesine gore kiitlece %35, %10, ve %20 kitosan
gruplar1) %20 kitosan grubunun ¢oziicli igerisinde iyi bir sekilde ¢oziinmedigi ve karigim

icerisinde kitosanin jellestigi gézlenmistir (Sekil 4.1a). Yiizde 5 ve %10 kitosan igeren
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gruplarda ise elektroegirme parametrelerinin denenmesi ¢aligmalarinda, nanofiberlerdeki
boncuklu yapi1 giderilememistir (Sekil 4.1b). Yine bu gruplarda elektroegirme sonrasinda
siringada kalan ¢ozelti incelendiginde de jel halinde kitosan kalintilar1 gézlenmistir. Bu
calismalar sonucunda DCM:DMF ¢6ziicii sisteminin kitosani ¢dzemedigi ve bu sebeple

ideal bir elektroegirme islemi i¢in bu karigimin kullanilamayacagi sonucuna varilmaistir.

Sekil 4.1. (a) DCM:DMF karisimi igerisinde ¢dziinmeyen kitosana ait kamera ve (b) %5
kitosan grubunun elektroegrilmesi sonucunda elde edilen boncuklu nanofiber yapiya ait

optik mikroskop goriintiileri.

Sekil 4.2. Kitosan ¢ozeltisi (AA) ile PCL ¢ozeltisinin (DCM:DMF) karistirilmast ile

olusan jellesmis yapiya ait goriintiiler..

Literatiirde, kitosan igeren elektroegirme calismalari incelendiginde, asetik asitin basaril
bir ¢oziicii olarak kullanildig1 goriilmiistiir [110-114]. Bu c¢alismalar referans alinarak
DCM:DMF karisimina asetik asit eklenmesi ile elde edilen ¢oziiciide PCL ve kitosanin
¢Oziiniirligli incelenmistir. Bu amagla yukarida anlatilan yonteme benzer olarak
DCM:DMF (3:1, hacim/hacim) karisim1 hazirlanmis %10 PCL (kiitle/hacim) eklenerek
¢ozelti elde edilmistir. Sonrasinda saf su ile %80 ve %90 oraninda seyreltilmis asetik asit
icerisine ve saf asetik asit igerisine ayr1 ayri kitosan (toplam polimer kiitlesine gore
kiitlece %5) eklenmis ve manyetik karistiricida bir gece karigtirilmasinin ardindan
kitosanin basarili bir sekilde ¢6ziindiigli goriilmiistiir. Ancak, AA c¢ozeltileri ve
DCM:DMF ¢ozeltileri 1:3 oraninda (hacim/hacim) karnstirildiginda  jellesme

gozlenmistir. Ornek olarak %80 ve %90 oraninda seyreltilmis asetik asit ¢ozeltileri ile
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DCM:DMF ¢ozeltilerinin  karistirllmas1 ile elde edilen jellesmeler Sekil 4.2°de
gosterilmistir. Olusan bu yapmin da elektroegirme icin kullanilamayacagi

degerlendirilmistir.

PCL-Kit ¢ozeltisinin hazirlanmasinda tgiincii bir yontem olarak Liverani ve ark.
tarafindan yapilan bir caligma referans alinmig ve ¢6ziicii olarak formik asit ve asetik asit
karigimi kullanilmasina karar verilmistir [115]. FA:AA (hacimce 7:3) karisimina %10
PCL (k/h) eklenip manyetik karistiricida ¢oziinene kadar karistirildiktan sonra toplam
polimer kiitlesine gore kiitlece %5, %10 ve %20 kitosan eklenmis ve manyetik
karigtiricida tam olarak ¢oziinene kadar karistirilmistir. Bu islemler sonucunda tiim
gruplarda PCL ve kitosanin, FA:AA (hacimce 7:3) karisimu i¢erisinde basarili bir sekilde
¢Oziindligl goriilmiistiir.

4.1.2. iki Boyutlu Nanofibroz Matrislerin Elektroegrilmesi ve Morfolojik

Incelemeleri

Geleneksel elektroegirme yontemi ile ideal bir nanofibrdz yapiin elde edilebilmesi igin
uygun bir ¢oziiciinin  kullammi  biiyiikk 6nem tasimaktadir. Ozellikle, ¢ozelti
yogunlugunun ¢ok diislik olmasi, yiizey geriliminin ve viskozitenin diisiik olmasina sebep
olacagindan Taylor konisi elde edilemez ve bunun yerine polimerin sprey halinde
puskiirtiilmesi goriilebilir [52]. Yine ¢ozelti yogunlugunun diisiik olmasi halinde elde
edilen nanofiberlerde boncuklu yapilarin olusabilecegi de belirtilmistir [53, 54].

Sekil 4.3. Yiizde 10 derisimindeki PCL (k/h) gruplarindan tiretilen nanofiberlere ait optik
mikroskop goriintiisli. Goriintiide boncuklu yapilarin fazlaligit PCL derisiminin yeterli

gelmedigini gostermektedir.

Boliim 4.1.1°de anlatilan PCL/kit ¢ozeltisinden nanofibroz matrislerin eldesi igin

elektroegirme parametrelerinin belirlenmesi ¢alismalar1 yapilmistir. Oncelikle, FA:AA

51



(hacimce 7:3) ¢Oziicii karisimi igerisinde hazirlanan %10 PCL (k/h) c¢ozeltisi
elektroegirildiginde, siringa ucunda diizenli jet olusumunun gergeklesmedigi ve iiretilen
nanofiberlerde yiiksek oranda boncuk olustugu gozlemlenmistir (Sekil 4.3). Olusan
boncuklu yapinin, ¢dzelti yogunlugunun diisiik olmasi sebebiyle ortaya ¢ikabilecegi gz
ontinde bulundurularak PCL derisiminin artirilmasina karar verilmistir. Bu amagla, PCL
derisimi %12’ye (k/h) ¢ikartilmis ve tekrar elektroegirme ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
Yeni ¢ozeltilerin elektroegrilmeleri sonucunda genel olarak boncuksuz ve diizgiin yapida

nanofiberler elde edilmistir.

Tezin bu noktasindan sonra PCL derisiminin %12 (k/h) olarak kullanilmasina karar
verilmis ve %12 derisimindeki PCL ¢d6zeltisi gruplar1 (PCL12) yalnizca PCL olarak
kisaltilmistir. Poli(e-kaprolakton), PCL-Kit5, PCL-Kit10 ve PCL-Kit20 gruplar i¢in en

uygun elektroegirme parametreleri Cizelge 4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli 6rnek gruplari i¢in en uygun elektroegirme parametreleri.

Gruplar Voltaj Akis Hiza Uzakhk
PCL 12 kV 0,4 mL/sa 10 cm
PCL-Kit5 22 kV 0,3 mL/sa 13 cm
PCL-Kitl10 22 kV 0,3 mL/sa 10 cm
PCL-Kit20 24 kV 0,2 mL/sa 10 cm

Cizelge 4.1°de belirtilen parametreler ile elde edilen nanofibréz matrislerin morfolojik
incelemesi icin SEM analizi yapilmistir. Taramali elektron mikroskopu goriintiileri,
sonrasinda ImageJ (NIH, A.B.D.) programima aktarilarak elde edilen nanofiberlerin
ortalama cap ve ¢ap dagilimlar1 belirlenmistir. Elde edilen nanofiberlerin ortalama fiber
caplar1 PCL grubu i¢in 116 + 22 nm, PCL-Kit5 grubu i¢in 93 + 18 nm, PCL-Kit10 grubu
icin 141 £ 30 nm ve PCL-Kit20 grubu igin ise 170 £ 37 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Bu
gruplara ait SEM goriintiileri ile fiber cap dagilim histogramlar1 asagida verilmistir (Sekil
4.4). Tim Ornek gruplar1 i¢in boncuksuz yapida ve diizgiin morfolojide nanofiberlerin

iiretilebildigi sekilde goriilmektedir.
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Sekil 4.4. (a) PCL, (b) PCL-Kit5, (¢) PCL-Kit10 ve (d) PCL-Kit20 nanofibréz matrislerin
diistik/yiiksek biiytitmelerdeki SEM goriintiileri ve fiber ¢ap dagilim histogramlari.

Schueren ve ark. tarafindan yapilan bir caliymada farkli oranlardaki PCL/Kit
cozeltilerinden geleneksel elektroegirme yontemi ile elde edilen nanofiberler
incelenmistir. Poli(e-kaprolakton) c¢ozeltisine kitosan eklenmesi ile nanofiberlerin
anlamli derecede inceldigi bildirilmistir. Bu durumun temel sebebi, kitosanin

polikatyonik yapis1 ve PCL c¢ozeltisine eklendiginde cozeltinin iletkenligini anlamli
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derecede artirmasi olarak agiklanmigtir. Polimer jetindeki elektriksel yiik miktarinin
artmas1 sebebiyle polimer jeti elektroegirme sirasinda daha yiiksek kuvvetlere maruz
kalmakta ve bdylece daha ince nanofiberler elde edilmektedir. Calismada ayrica, PCL
orani sabit tutuldugunda artan kitosan orani ile nanofiberlerin kalinliginda artis goézlendigi
de bildirilmistir. Nanofiber ¢capindaki bu artis, ¢ozeltiye daha fazla kitosan eklendiginde
viskozitedeki artiga baglanmistir. Viskozitedeki artis, jetin daha yiiksek bir dirence sahip
olmasina ve polimer jetinin daha hizli katilagsmasina neden olacagindan daha kalin fiber
eldesine yol agmaktadir. Son olarak PCL/kitosan ¢ozeltilerinde artan kitosan oranlari ile
nanofibroz matrislerde ags1 daha ince nanofiber yapilarin olustugu da goriilmiis ve bu
durumun literatiirdeki diger kitosan ¢alismalari ile de benzerlik gosterdigi bildirilmistir

[123].

Elektroegirmede kullanilan en uygun parametreler incelendiginde kitosan orani arttik¢a
voltaj degerinde artig ve akis hizinda azalma oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1). Poli(e-
kaprolakton) ile PCL-Kit5 gruplar karsilastirildiginda, ¢ozeltiye kitosan eklenmesi ile
nanofiber caplarinda azalma oldugu gézlemlenmistir. PCL-Kit5, PCL-Kitl0 ve PCL-
Kit20 gruplar karsilastirildiginda ise artan kitosan orani ile nanofiber ¢aplarinda da artis
oldugu gozlenmistir. Ayrica artan kitosan orani ile nanofibréz matrislerde agsi ince fiber
yapilarin da olustugu goriilmektedir (Sekil 4.4d). Genel olarak, tez ¢aligmas1 kapsaminda
elde edilen bu sonuglar Schueren ve ark. tarafindan yapilan c¢alisma ile benzerlik

gostermektedir[123].

Elektroegirme sirasinda PCL-Kit5 grubu i¢in diizenli jet olusumunun ger¢eklesmedigi ve
siringa ucundan ¢ozeltinin araliklarla damla damla aktig1 gézlemlenmistir. Ayrica, PCL-
Kit20 grubunda c¢ozelti viskozitesinin yliksek olmasit sebebiyle siringa ucunda
tikanikliklarin olustugu, diizenli jet olusumunun gerceklesmedigi belirlenmistir. PCL-
Kit5 ve PCL-Kit20 gruplarinda gozlenen bu problemler, PCL-Kit5 grubunun
viskozitesinin diisiik olmasi ve PCL-Kit20 grubunun ise viskozitesinin yiiksek olmasi ile

aciklanabilir. Artan kitosan orani ile viskozitenin artis gostermesi beklenen bir sonugtur.

PCL-Kit5 ve PCL-Kit20 gruplarmin iretiminde yasanan bu giigliikklerden dolay1
calismadan bu gruplarin ¢ikarilmasma ve g¢aligmalara PCL-Kitl10 grubu ile devam
edilmesine karar verilmistir. Tezin bu noktasindan sonra Kit10 grubu yalnizca Kit olarak

kisaltilmastir.
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Kurkumin yiiklii nanofibr6z matrislerin iiretimi i¢in PCL-Kit ¢ozeltisine kiitlece toplam
polimer kiitlesinin %5 (PCL-Kit-Kur5) ve %10’u (PCL-Kit-Kur10) olacak sekilde
kurkumin eklenmis ve bu c¢ozeltiler manyetik karigtiricida 1 gece karigtirilmustir.
Elektroegirme parametreleri degistirilerek kurkumin yiiklii 2B nanofibréz matrisler
tiretilmistir. PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplar1 i¢in en uygun elektroegirme

parametreleri Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Kurkumin yiikli 2B nanofibroz matrisler i¢in en uygun elektroegirme

parametreleri.
Gruplar Voltaj Akis Hiz Uzakhk
PCL-Kit-Kur5 22 kV 0,3 mL/sa 10 cm
PCL-Kit-Kur10 23 kV 0,3 mL/sa 10 cm

Cizelge 4.2°de verilen parametreler ile elde edilen nanofibréz matrislerin makroskopik
goriintiileri Sekil 4.5’te verilmistir. Ayrica PCL, PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-
Kur10 2B nanofibréz matrislerin morfolojik incelemelerine ait SEM goriintiileri ve fiber
cap dagilim histogramlar1 Sekil 4.6’da gdsterilmistir. Boncuksuz ve diizgiin morfolojide
elde edilen nanofiberlerin ortalama fiber ¢aplari PCL-Kit-Kur5 grubu i¢in 125 + 22 nm
ve PCL-Kit-Kurl0 grubu i¢inse 170 + 37 nm olarak hesaplanmistir. SEM g0riintiileri
tizerinden Olciilen gozenek caplart PCL grubu igin 465+113 nm, PCL-Kit grubu i¢in
433499 nm, PCL-Kit-Kur5 grubu i¢in 4034110 nm, PCL-Kit-Kur10 grubu i¢inse 456+89
nm olarak hesaplanmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, tiim 6rnek gruplari i¢in belirlenen
elektroegirme parametreleriyle 2B nanofibréz matrislerin  basarili  bir sekilde

tiretilebildigi gdsterilmistir.

PCL-Kit PCL-Kit-Kur5 PCL-Kit-Kur10

Sekil 4.5. Iki boyutlu iiretim sonucunda olusan nanofibréz matrislerin makroskopik

goriintiileri.
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Sekil 4.6. (a) PCL-Kit-Kur5 ve (b) PCL-Kit-Kur10 nanofiber yapilarinin diisiik/yiiksek
bliyiitmelerdeki SEM goriintiileri ve fiber ¢cap dagilim histogramlari.

42. Uc¢c Boyutlu Nanofibréoz Yara Ortii Malzemelerinin Uretimi ve

Karakterizasyonu
4.2.1. U¢ Boyutlu Nanofibréz Yara Ortii Malzemelerinin Morfolojik incelemeleri

Tez caligmasinda kullanilan iiretim yontemlerine benzer yontemlerle ilgili detayli bir
literatiir taramast yapilmis ve gerceklestirilen caligmalar asagidaki paragraflarda

detaylandirilmistir.

Chen ve ark. tarafindan yapilan bir calismada, elektroegirme ile iiretilen jelatin/polilaktik
asit (jelatin/PLA) nanofiber matlardan t-biitanol igerisinde homojenizatdr kullanilarak
dispersiyonlar elde edilmis ve dondurarak kurutma iglemi sonrasinda dogal ECM yapisina
benzer bir 3B nanofibroz doku iskelesi iiretilmistir. Uretilen doku iskelesinin yiiksek
gozenekliligi ve nanofiber ag yapist SEM ile goriintiilenmistir. Ayrica, {iretilen 3B yap1
2B jelatin/PLA nanofibr6z matrisler ile karsilastirildiginda, su absorpsiyonu ve mekanik

ozellikler agisindan ¢ok daha tistiin 6zellikler gostermistir [71].
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Li ve ark. tarafindan yapilan bir calismada ise ECM yapisina benzerligi yliksek
elektroegrilmis nanofiberlerden olusan 3B doku iskeleleri {tiretilmistir. Geleneksel
elektroegirme yontemi ile jelatin/PLA ¢dzeltisinden iiretilen nanofiberler kiiglik pargalara
boliinmiis ve yiliksek hizda t-biitanol ¢ozeltisi igerisinde santrifiij edilmistir. Elde edilen
nanofiber dispersiyonu kaliplara dokiilerek dondurarak kurutma yapilmis ve sonrasinda
1s1 ile ¢apraz baglama gerceklestirilmistir. insan umblikal ven endotel (HUVEC) hiicre
hatt1 ile yapilan in vitro ¢aligmalarda, 3B yapilarin 2B matlara gore hiicre cogalmasini,
goclinii ve damarlanmay1 artirdigr gosterilmistir. Ayrica 3B yapilarin anjiyogenezi ve

kollajen/keratin birikimini hizlandirdig1 da belirlenmistir [124].

Ye ve ark. tarafindan yapilan bir calismada kemik doku miihendisligi alaninda
kullanilmak tizere nano-Hap/PLLA/jelatin ¢ozeltisinden elektroegirme ile nanofiberler
elde edilmistir. Sonrasinda t-biitanol c¢ozeltisi icerisinde homojenizasyon ile
dispersiyonlar elde edilmis ve dondurarak kurutma ile 3B nanofibréz doku iskeleleri
hazirlanmistir. Elde edilen 3B yapilara 1s1l ve kimyasal islemler uygulanarak c¢apraz
baglama yapilmistir. Bu 3B doku iskelelerine polidopamin yardimi ile kemik
morfogenetik protein-2 kaynakli peptitler immobilize edilmistir. Gelistirilen 3B
nanofibréz doku iskelesinin in vitro ve in vivo deneylerle kemik rejenerasyonunu

destekledigi gdsterilmistir [125].

PCL-Kit PCL-Kit-Kur5

Sekil 4.7. Ug boyutlu nanofibroz yara értii malzemelerinin goriintiileri.

Tez calismasi kapsaminda yukarida belirtilen literatiir 6rnek alinarak, PCL, PCL-Kit,
PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplari i¢in iiretilen 2B nanofibréz matrislerden
dispersiyon sekillendirme yontemi ile 3B nanofibroz yara ortii malzemeleri tiretilmistir.
Uretim sonucu elde edilen yara értii malzemelerine ait goriintiiler Sekil 4.7 de verilmistir.
Sekilde de goriildiigii iizere PCL grubunun 3B iiretim sonrasinda yapi biitiinliigiinii

saglayamadig1 goriilmiistiir. Bu sebeple PCL grubu ¢alismadan ¢ikarilmistir. PCL-Kit,
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PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarinda dispersiyon sekillendirme sonrasinda 3B
nanofibr6z yara Ortii malzemelerinin basariyla tretilebildigi goriilmektedir. Kullanilan
yontem ile farkli kaliplar kullanilarak uygulamaya gore istenilen ¢apta, yiikseklikte ve
geometride malzemeler de kolaylikla iiretilebilmektedir (Sekil 4.8). Istenilen boyutlarda
3B nanofibrdz yara oOrtii malzemelerinin {iretilebilmesi 6zellikle yara ortli malzemesi

uygulamalari i¢in biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

PCL-Kit PCL-Kit-Kur5 PCL-Kit-Kur10

10 mm

Sekil 4.8. Farkli ¢apta ve ylikseklikte iiretilen 3B nanofibroz yara ortlii malzemelerinin
goriintiileri.

PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5, PCL-Kit-KurlO gruplart i¢in 3B nanofibrdoz yara Oortii
malzemelerinin morfolojik incelemelerine ait SEM goriintiileri ve fiber ¢ap dagilim
histogramlar1 Sekil 4.9°da verilmistir. U¢ boyutlu nanofibrdz yara drtii malzemelerinin
ortalama fiber ¢aplar1 PCL-Kit grubu i¢in 235 + 50 nm, PCL-Kit-Kur5 grubu i¢in 226 +
47 nm ve PCL-Kit-Kur10 grubu i¢in 197 £+ 47 nm olarak hesaplanmistir. PCL-Kit, PCL-
Kit-Kur5, PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait 3B nanofibr6z yara ortii malzemelerinin diisiik
bliyiitmelerdeki SEM goriintiileri de Sekil 4.10°da verilmistir. Bu goriintiiler tizerinden
o6l¢tilen gdzenek c¢aplart PCL-Kit grubu i¢in 16,2 +£4,6 um, PCL-Kit-Kur5 grubu i¢in 33,0
+ 11,7 pm, PCL-Kit-Kur10 grubu i¢in 32,0 £ 9,9 um olarak hesaplanmistir.

Yara Ortli malzemesi olarak kullanilacak iiriinlerin, hiicrelerin gelisimi i¢in uygun bir
ortam sunmalart onemlidir. Nanofiberlerin HDM’nin yapisi ile benzerlikleri ve bu
benzerligin yara Ortii malzemeleri i¢in avantajlar1 Boliim 2.4.8’de detayli olarak
anlatilmistir. Ug boyutlu nanofibroz yara ortii malzemelerinde, makrogdzenekli bir yapi
olusturularak HDM’nin yapisinin 2B nanofibréz matrislere gore daha iyi taklit edilmesi

hedeflenmektedir. Ortalama bir hiicre ¢ap1 5-20 um arasinda oldugu i¢in, 2B yapilardaki
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diisiik gdzenek caplari hiicre gdciinii biiyiik oranda engellemektedir. Ug boyutlu yapilarda
ise makro-gdzeneklilik sayesinde hiicre gocli artirilarak yara iyilesme siirecinin
hizlandirilmas: hedeflenmektedir. Ug boyutlu doku iskeleleri hiicre dis1 matrisin yapisini
daha iyi taklit edebilmelerinden dolay1 2B nanofibréz matrislere gore hiicre gociinii ve

hayatta kalimimni daha iyi desteklemektedir. [55, 68].
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Sekil 4.9. (a) PCL-Kit, (b) PCL-Kit-Kur5 ve (c) PCL-Kit-KurlO gruplarina ait 3B
nanofibroz yara Ortii malzemelerinin diisiik/yiiksek biiylitmelerdeki SEM goriintiileri ve

fiber ¢ap dagilim histogramlari.
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Sekil 4.10. (a) PCL-Kit (b) PCL-Kit-Kur5 ve (c) PCL-Kit-KurlO gruplarma ait 3B

nanofibr6z yara Ortii malzemelerine ait diigiik biiyilitmelerdeki SEM goriintiileri.

Cizelge 4.3. 2B nanofibroz matrisler ile 3B nanofibroz yara ortii malzemelerine ait

gozenek c¢aplari.

Gruplar 2B 3B

PCL-Kit 433 £99 nm 16,2 +4,6 um
PCL-Kit-Kur5 403 £ 110 nm 33,0+ 11,7 pm
PCL-Kit-Kur10 456 + 89 nm 32,0+£9,9 um

PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplari i¢in 2B nanofibréz matrisler ile 3B
nanofibrdz yara ortii malzemelerinin gozenek ¢aplari Cizelge 4.3 te karsilastirilmustir. Ug
boyutlu nanofibroz yara ortii malzemelerinin gézenek caplar1 2B nanofibr6z matrislere
gore biiyiik oranda (yaklasik 35-90 kat) artirilabilmistir. U¢ boyutlu nanofibrdz yara ortii
malzemelerinin gozenek ¢aplar1 incelendiginde kurkumin igeren gruplarin daha yiiksek
gozeneklilige sahip olduklar1 da goriilmektedir. Sonuglar incelendiginde iiretilen 3B
nanofibr6z yara Ortli malzemelerinde makrog6zenekliligin basarili bir sekilde

olusturuldugu goriilmektedir.

4.2.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre (FTIR) Analizi

Uretilen 3B nanofibréz yara ortii malzemelerinin kimyasal yapilari FTIR analizi ile
incelenmigtir. FTIR analizi 525-4000 cm™! dalga sayisi1 araliginda yapilmigtir. PCL-Kit,
PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplarina ait FTIR analizlerinin sonuglar1 Sekil
4.11°de verilmistir. Gruplarin kimyasal yapilar birbirleri ile benzer olduklar1 i¢in FTIR

analiz sonuglar1 gruplar arasinda biiylik oranda benzerlik géstermektedir.

Analiz sonuglarinda onemli goriilen karakteristik pik noktalar1 spektrumlar iizerinde

kesikli ¢izgi ile belirtilmistir. 1724 cm™’de goriilen bant, PCL yapisindaki C=0 karbonil

60



grubundaki gerilme ile; 2940 cm™’de ve 2865 c¢cm!’de goriilen bantlar ise yine PCL
yapisindaki asimetrik ve simetrik CH: baglarindaki gerilmelere aittir. Poli(e-

kaprolakton)’a iliskin bu bantlar literatiirdeki bulgular ile uyumludur [126].
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Sekil 4.11. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait FTIR spektrumlari.

PCL-Kit ile PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplarinin FTIR analizlerindeki
farkliliklar incelendiginde 6zellikle 1601 cm™ ve 1626 cm!’de goriilen bantlar dikkat
cekmektedir. Literatiirde, bu bantlar serbest kurkumin yapisinda bulunan C=0 titresimi
ve C=C aromatik gerilmesi ile iligskilendirilmistir [127]. Kurkumin orami arttik¢a bu
bantlarin daha belirgin hale gelmesi de bu degerlerin kurkumin ile iliskili oldugunu
desteklemektedir. Bu sonuglar, 3B nanofibroz yara ortii malzemelerine kurkuminin

basarili bir sekilde yiiklendigini gostermektedir.

4.2.3. Su Temas Aqsi Ol¢iimii

Islatilabilirlik; hiicre adezyonu, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu gibi faktorleri
dogrudan etkiledigi i¢in yara Ortii malzemelerinin degerlendirilmesinde kullanilan 6nemli
kriterlerden biridir [128]. Yiizey hidrofilisitesi veya 1slatilabilirlik, protein adsorpsiyonu
yoluyla hiicre davranigini kontrol etmek icin de etkili kriterler arasindadir [35]. Su temas
acis1 Ol¢iimii, bir kat1 ylizeyin bir sivi tarafindan 1slatilabilirligini 6l¢mek i¢in kullanilan
en yaygin yontemdir [35]. Diislik temas agis1 degerleri sivinin yiizeyde iyi yayildigina,

yiiksek temas acis1 degerleri ise zay1f yayildigini gosterir.
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Cizelge 4.4. Iki boyutlu nanofibrdz matrislerin su temas agis1 6l¢iim degerleri.

Gruplar Su Temas Acisi (°)
PCL 143+3

PCL-Kit 54+7
PCL-Kit-Kur5 51+14
PCL-Kit-Kur10 57+9

Tez calismasi kapsaminda yapilan su temas agis1 6l¢timleri ile PCL, PCL-Kit, PCL-Kit-
Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplarmin hidrofilisitesi belirlenmistir. PCL-Kit, PCL-Kit-
Kur5 ve PCL-Kit-Kurl10 gruplarinda birinci dakikanin sonunda su temas agisinin 0°
oldugu gozlemlenmistir. Tiim gruplara ait 10. saniyedeki su temas agis1 6l¢iim sonuglari
Cizelge 4.4'te gosterilmistir, ayrica tiim gruplarin 10. saniyedeki su temas agisi

goriintiileri de Sekil 4.12°de verilmistir.

() I | (b) J | 1 (d)

Sekil 4.12. (a) PCL, (b) PCL-Kit, (¢) PCL-Kit-Kur5 ve (d) PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait

10. saniyedeki su temas agis1 goriintiileri.

Gruplar arasinda en yiiksek hidrofobik davranisi PCL (143° + 3°) gostermistir; bu durum
PCL’nin hidrofobik bir yapiya sahip olmasi ile agiklanabilir [129]. Yapisinda bulunan
—OH ve —NH2 gruplar1 sebebiyle hidrofilik bir karakteristige sahip olan kitosanin yapiya
eklenmesiyle PCL-Kit (54° £ 7°) grubunda su temas agis1 biiyiik oranda azalmistir. PCL-
Kit-Kur5 (51° £ 14°) ve PCL-Kit-Kurl0 (57° + 9°) gruplarinin da PCL-Kit grubu ile
benzer seviyelerde hidrofilik karaktere sahip olduklar1 goriilmistiir. Sadeghi ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢calismada, PCL ile PCL-Kit gruplarinin su temas agcilar1 da tez
calismasi ile benzer sekilde sirasiyla (123° £ 2°) ve (41,4° £ 3,5°) olarak Ol¢lilmiistiir
[130].

Doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan PCL’nin, hidrofobik bir

yapiya sahip olmasi biyolojik uygulamalarda kullanilmasmi engelleyen faktorlerin
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basinda gelmektedir [126]. Ozellikle yara ortii malzemelerinde kullanilacak olan
materyallerin hidrofilik bir yapiya sahip olmalar1 6nemlidir. Su temas agist Slglim
sonuclarinda goriildiigii tizere, PCL yapisina kitosan eklenmesi ile elde edilen

malzemenin hidrofilik 6zellikleri basarili bir sekilde artirilmistir.

4.2.4. Su Alim Kapasitesi

Yara cevresinde yiiksek eksiida birikmesi, bakterilerin ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortam
olusmasma ve yaralarin enfekte olmasina sebep olabileceginden; iyi bir yara Orti
malzemesinin eksiida emme kapasitesinin yliksek olmas1 gerekmektedir. Ayrica diisiik
eksiida emme kapasitesine sahip bir yara ortii malzemesi; yaranin sivi kaybetmesine ve

yara iyilesmesi i¢cin olduk¢a 6nemli olan besin ve oksijen kaybina da sebep olabilir [131].
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Sekil 4.13. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait su tutma kapasitesi.

Su alim kapasitesi testi, yara ortli malzemelerinin eksiida emme kapasitelerini tespit
etmek i¢in uygun bir yontemdir. Ornek gruplarima ait su tutma kapasitesi sonuglar1 Sekil
4.13’te verilmistir. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 3B nanofibroz yara ortii
malzemelerinin denge durumundaki su alim kapasiteleri sirasiyla ~%890, ~%440 ve
~%730 olarak bulunmustur. Tiim gruplarda ilk 1 saat icerisinden denge durumuna
ulasildig1 goriilmektedir. Tiim gruplarin makrogézenekli ve hidrofilik yapisindan dolay1

yiiksek su tutma kapasitesine sahip olduklar1 gériilmektedir.

4.2.5. In Vitro Biyobozunurluk Testi

Yara iyilesmesi siirecinde, Ortii malzemesinin bozunma hiz1 ile doku olusumu arasindaki
denge, yapisal biitlinliigiin korunmasi ve Ortii malzemesinin olusan yeni dokuya

kilavuzluk yapmasi icin énemlidir [132]. /n vitro biyobozunurluk testi i¢in PCL-Kit,
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PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplar karsilastirilmistir ve 28 giin boyunca yapilan
Olciimlerde tiim gruplar i¢in ~%3-4 arasinda kiitle kayiplar1 ger¢eklesmistir (Sekil 4.14).
Elde edilen sonuglar literatiirdeki diger ¢aligmalar ile de paralellik gostermektedir.
Ornegin, Fahimirad ve ark. tarafindan yapilan ¢aliymada, PCL-Kit ile PCL-Kit-Kur
gruplart 25 giin boyunca PBS ortaminda bekletilmistir. Yirmi bes giiniin sonunda iki
grubunun da yaklasik %3-3,5 kiitle kaybina ugradigi, PCL-Kit-Kur grubunun bir miktar
daha yiiksek biyobozunurluk hizina sahip oldugu ancak iki grup arasinda anlamli bir fark

bulunamadigi belirtilmistir [10].
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Sekil 4.14. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarma ait biyobozunurluk
grafigi.
4.2.6. Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarinin mekanik analizlerine ait
goriintiiler ve bu gruplarin gerilim-gerinim egrileri Sekil 4.15 ve 4.16’da gdsterilmistir.
Bu gruplar icin elastik modiili sirastyla 7,6 + 1,2 kPa, 15,8 + 1,5 kPa ve 6,6 + 0,3 kPa

olarak hesaplanmastir.

Ug boyutlu nanofiber doku iskelelerinin yara 6rtii malzemesi olarak kullanilabilmesi igin
yeterli mekanik 6zelliklere sahip olmasi gerekir. Ug boyutlu elektroegirme yontemleri ile
elde edilen yapilar genel olarak zayif mekanik 6zelliklere sahip pamuk benzeri yapilardir.
Dispersiyon sekillendirme yontemiyle dondurarak kurutma ve ¢apraz baglama adimlari
sonrast mekanik olarak dayanikli yapilarin tiretimi ana hedeflerden biridir [71].
Literatliirdeki benzer icerikli 2B yapilar ile karsilagtirildiginda iiretilen 3B yapilarin
mekanik olarak daha dayaniksiz olduklar1 goriilmektedir [10, 133]. Bu durum, 3B
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nanofibroz matrislerin makrogozenekli yapilar1 sebebiyle fiberlerin daha sik istiflendigi
2B nanofibrdz matrislere gore diisiik yogunluklarindan kaynaklanmaktadir. Si ve ark.
tarafindan yapilan bir g¢aligmada poliakrilonitril/SiO2 nanofiber dispersiyonlarinin
dondurarak kurutulmasi ile nanofiber aerojelleri elde edilmis ve bu malzemelerin
mekanik analizleri yapilmistir. Yapilan basma testleri sonucunda elastik modiilii
baslangicta ~21 kPa olarak, 1000 dongii sonrasinda da ~16 kPa olarak bildirilmistir [59].
Chen ve ark. tarafindan yapilan bagka bir caligmada ise jelatin/PLA nanofiberlerden tert-
biitanol igerisinde homojenizatér kullanilarak dispersiyonlar elde edilmis ve bu
dispersiyonlardan dondurarak kurutma ile 3B nanofibroz doku iskeleleri iiretilmistir.
Yapilan ¢alismada 1s1l capraz baglamanin mekanik 6zelliklere etkisi incelenmis ve ¢capraz
baglama yapilmayan grupta elastik modiilii 40 kPa olarak hesaplanirken ¢apraz baglama
yapilan gruplarda 50-120 kPa arasinda degerler bildirilmistir [134]. Bu tez ¢alismasi
kapsaminda iiretilen 3B nanofibroz yara ortii malzemeleri, literatiirde belirtilen degerler
arasinda bir elastik modiilii degerine sahiptir. ilerleyen calismalarda 1s1l ¢apraz baglama
ile gelistirdigimiz bu malzemelerin mekanik dayanimlarinin  artirilabilecegi

duistiniilmektedir.

Sekil 4.15. Mekanik 6zelliklerin belirlenmesi i¢in yapilan basma testine ait goriintii.
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Sekil 4.16. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplaria ait gerilim-gerinim
egrisi.
4.2.7. Bilgisayarhh Tomografi (u-BT) Goriintiilemesi

Ug boyutlu nanofibrdz yara drtii malzemelerinin yeni doku olusumu etkinligini artirmak
icin makrogozeneklerinin artirilmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Doku iskelelerinin makro
ve mikro yapisi, hiicre yapigmasini, gogiinii ve proliferasyonunu 6énemli dl¢iide etkiledigi
cesitli ¢alismalarda belirtilmistir [135]. Hiicre dis1 matris yapisinin 3B makro ve mikro
mimarisi diisiiniildiiglinde, biyomalzeme yapisindaki makrogdzenekler dogal HDM
yapisini daha iyi taklit ederek hiicre-hiicre etkilesimlerinin malzeme derinliklerinde bile
destekleyebilmektedir [103]. Makrogodzeneklilige sahip biyomalzemelerde hiicre-matris
ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin ¢ok daha etkin oldugu cesitli ¢calismalarda gosterilmistir
[104, 135]. Literatiirde, doku miihendisligi alaninda, gzenek ¢ap1 50 pm’den biiyiik olan

gbzenekler, makrogdzenek olarak simiflandirilmistir [136].

Uretilen PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 3B nanofibréz yara ortii
malzemelerinin gézenekliliginin ve li¢ boyutlu yapilarinin analizinde p-BT kullanilmistir.
Orneklerin liyofilizatorde kurutulmas1 ve p-BT ile goriintilenmesi sonucunda 3B
yapilarda nicel dl¢timler yapilmis ve bu yapilar dijital olarak gorsellestirilmistir (Sekil
4.17). Bilgisayarli tomografi analizleri sonucunda PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-
KurlO gruplart icin toplam goézeneklilik sirasiyla %90, %91 ve %93 olarak
hesaplanmistir. Bu goriintiiler detayli incelendiginde tretilen 3B yapilarda tiim gruplar

icin makrogozenekliligin basarili bir sekilde elde edildigi goriilmektedir. Ayrica
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geleneksel elektroegirme ile iiretilen yapilardaki sikisik nanofiber diizeninin aksine,

gbzeneklerin ortogonal dogrultuda da devam ettigi goriilmektedir.

Sekil 4.17. (a) PCL-Kit, (b) PCL-Kit-Kur5 ve (c) PCL-Kit-KurlO gruplarina ait 3B
nanofibroz yara ortii malzemelerinin p-BT goriintiileri.
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Sekil 4.18. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait 3B nanofibroz yara

ortii malzemelerinin gozenek ¢ap dagilim histogramlari.

Sekil 4.18’de verilen gdzenek ¢ap histogramlari incelendiginde tiim gruplar i¢in ortalama

gozenek caplarinin 95 pm’den biiylik oldugu ve dondurarak-kurutma yontemiyle
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malzeme icerisinde makrogdzeneklerin basarili bir sekilde olustugu goriilmektedir. PCL-
Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarinda gézenek ¢aplarinin PCL-Kit grubuna gore daha
yiiksek oldugu da histogramlardan anlagilmaktadir. Elde edilen sonuglar 3B nanofibroz
yara Ortli malzemelerinde SEM analizi ile Ol¢iilen gozenek c¢aplarinin kurkumin igeren

gruplarda daha yiiksek bulunmasi ile de paralellik gostermektedir.

4.3. U¢ Boyutlu Nanofibroz Yara Ortii Malzemelerinde Kurkumin Salim

Mekanizmasi
4.3.1. Yiiklenen Kurkumin Miktarinin Belirlenmesi

Enkapstilasyon verimi, ila¢ yiiklii yara Ortii malzemelerinde iiretimin ila¢ ylikleme
acisindan ne kadar verimli oldugunu 6l¢en temel parametredir. Ayrica, malzemelerden in
vitro kurkumin salim mekanizmasinin anlasilmasi i¢in de yara Ortii malzemelerine

yiiklenen ila¢ miktarinin tespit edilmesi gereklidir.

Cizelge 4.5. Ug boyutlu nanofibrdz yara rtii malzemelerinde enkapsiilasyon verimliligi.

Gruplar Enkapsiilasyon Verimliligi (%) Ilac Yiikleme Kapasitesi (%)
PCL-Kit-Kur5 60,8 £ 2,5 3,0£0,1
PCL-Kit-Kur10 72,5+£2,8 7,3+0,3

Hazirlanan yara ortli malzemelerinden alinan 10 mg’lik 6rneklerin sonikasyonu ve
santrifiijlenmesi sonrasinda elde edilen ¢ozeltilerin 425 nm’de UV spektrofotometre ile
absorbans Oc¢liimii sonrasinda Orneklere yiiklenen kurkumin miktarlar1 belirlenmistir.
Cozelti igerisindeki kurkumin miktar1 belirlenirken Boliim 3.5.1°de anlatilan yontem ile
olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilmistir. Her grup i¢in 3B nanofibroz matrislerden
alinan tiger 6rnek ile gerceklestirilen calisma sonucunda PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-
Kurl10 gruplar1 i¢in enkapsiilasyon verimi (Esitlik 3.4) ve ilag yiikleme kapasitesi (Esitlik
3.5) hesaplanmistir. PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplar1 i¢in enkapsiilasyon
verimi sirastyla %60,8 ve %72,5 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.5). Bolim 4.1.2°de de
aciklandig1 tizere, SEM goriintiilerinden hesaplanan nanofiber ¢aplarina ve literatiirdeki
diger calismalara bakildiginda, nanofiber g¢aplarinin kurkumin eklenmesi ile arttigi
goriilmistiir. Eklenen kurkumin miktarina bagli olarak artan nanofiber c¢aplarimin,

enkapsiilasyon verimine de olumlu katkida bulundugu diisiiniilmektedir.
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4.3.2. Kurkumin Salim Mekanizmasinin Belirlenmesi

Biyoaktif ajanlarin yara ortii malzemelerinden kontrollii salimi ile daha etkin bir yara
iyilesmesinin yaninda etkilerinin uzun siireli olmas1 ve hastanin gereginden fazla ilaca
maruz kalmamasi da saglanabilir [31]. Ayrica, yiiksek dozlarda toksik etkileri bulunan
biyoaktif ajanlarm kontrollii salim ile toksik etkileri azaltilabilir [73]. Ozellikle uzun

stireli tedavi gerektiren uygulamalarda kontrollii salimin 6nemi ¢ok daha fazladir [31].

Nanofiberler, suda ¢oziinen veya ¢ozlinmeyen ¢esitli ilaglarin ve biyoaktif proteinler gibi
makromolekiillerin saliminda yaygin olarak kullanilmaktadir [73]. ince fiber yapilari,
yuksek ylizey alani ve yliksek gézeneklilikleri sayesinde; nanofiberler, ilag partikiillerinin
ortama verimli bir sekilde difiizyonunu saglar. Bu 6zellikleri sayesinde nanofibroz
matrisler ¢ok cesitli biyoaktif ajanlarin kontrollii salimi i¢in uygun bir yapiya sahiptir

[137].
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Sekil 4.19. PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplar1 i¢in kiimiilatif kurkumin salim

profilleri.

PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO0 gruplarina ait 3B nanofibroz yara oOrti
malzemelerinden kiimilatif kurkumin salim grafikleri Sekil 4.19’da verilmistir.
Kurkumin salimlar1 incelendiginde iki grubun salim profillerinin birbirine benzer oldugu
goriilmektedir. PCL-Kit-Kur5’in ilk 3 saat boyunca PCL-Kit-Kurl0’a gore daha hizli ve
yiiksek oranda kurkumin saldigi (%55’e %45) ancak denge durumunda ulasildiginda
PCL-Kit-Kur10’un daha fazla kurkumin saldig1 (%75’e %64) tespit edilmistir. Denge
durumundaki kiimiilatif kurkumin salim oranlari1 PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0

gruplari i¢in sirastyla %64 ve %75 olarak bulunmustur.
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Sifirinci Derece Kinetik Model
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Sekil 4.20. PCL-Kit-Kur5 grubu i¢in kurkumin salim kinetigi modellerine ait grafikler.
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Sekil 4.21. PCL-Kit-Kur10 grubu i¢in kurkumin salim kinetigi modellerine ait grafikler.

Ug boyutlu nanofibréz yara 6rtii malzemelerinden kurkumin salim kinetigini incelemek
amactyla, elde edilen kurkumin salim verileri sifirinci derece, birinci derece, Higuchi ve
Korsmeyer-Peppas kinetik modellerine uygulanmistir. PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10
gruplari i¢in uygulanan kinetik modellerine grafikler sirasiyla Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de
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verilmistir. Iki grup i¢in elde edilen model parametreleri (ko, k4, kg, kp, np) ve belirleme

katsay1s1 (R?) degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplari i¢in kurkumin salim verilerinin

kinetik modellere uygulanmasi ile elde edilen model parametreleri ve belirme katsayisi

degerleri.
Gruplar Sifirinci Derece | Birinci Derece | Higuchi Korsmeyer-Peppas
ko R? ky R? ky R? kp np R?
PCL-Kit-Kur5 | 0,2547 0,93 0,0017 0,96 | 4,4561 0,98 1,899  0,6411 0,97
PCL-Kit-Kur10 | 0,2290 0,99 0,0015 0,97 3,9995 0,92 0,4580 0,8232 0,95

Polimer matrislerden ila¢ salim kinetigi; difiizyon, matris yapinin yikim hizi, yapinin su
alma hiz1, yapinin morfolojisi, faz degisimleri vb. gibi birgok parametreden etkilenen ¢ok
karmagik bir stirectir [138]. Salim kinetigi i¢in kullanilan matematiksel modeller, ilag
salimi sirasinda meydana gelen siireclerin daha iyi anlagilmasinda ve ilag dagiliminin

optimize edilmesinde kullanilmaktadir.

Sifirinct derece kinetik model, salimin ilag derisiminden bagimsiz olarak yalnizca zamana
bagli bir sekilde salindig1 temeline dayanir. Birinci derece kinetik model ise ilag saliminin
derisimine bagli oldugunu tanimlar. Higuchi modelinde ise matristeki ilk ilag
yogunlugunun ¢ok yiiksek oldugu, ilag difiizyonunun sadece bir boyutta gerceklestigi,
ilag partikiillerinin sistem kalinligindan ¢ok daha kiigiik oldugu, matris sismesi ve
cozlinmesinin ihmal edilebilir oldugu ve ilag diflizyonunun sabit oldugu
varsayilmaktadir. Higuchi kinetik modeli esas olarak Fick yasasina dayanan difiizyon

kontrollii ila¢ salimini tanimlamak i¢in kullanilmaktadir [139, 140].

Korsmeyer-Peppas modeli, Higuchi modelinden tiiretilen genellestirilmis bir formiildiir
ve ila¢ salimi ile salim siiresi arasinda {istel bir iligki oldugunu varsayar. Korsmeyer—
Peppas modelinde salim iissii (np) degeri salim mekanizmasini karakterize etmek icin
kullanilir [138]. Bu model, birden fazla salim mekanizmasinin dahil oldugu ila¢ salim
kinetiklerini incelemek i¢in faydalidir. Modeldeki np degerinin 0,43’ten kiiclik olmasi
ila¢c saliminin genel olarak Fickian diflizyonu mekanizmas: ile gerceklestigini, 0,43 ile
0,85 arasindaki degerler ise ila¢ salimmin Fickian olmayan (anormal) difiizyon

mekanizmasi ile gergeklestigini gostermektedir [127].
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R? degerleri incelendiginde PCL-Kit-Kur5 icin en yiiksek korelasyon Higuchi kinetik
modeli ile, PCL-Kit-Kur10 i¢in ise en yiiksek korelasyon sifirinc1 derece kinetik model
ile gergeklesmistir. Bu sonuglar, PCL-Kit-Kur5’ten kurkumin salimmin diflizyon
kontrollii bir sekilde gerceklestigini ancak PCL-Kit-KurlO grubunda ise derisimden

bagimsiz olarak kurkuminin sadece zamana bagl olarak salindigini géstermektedir.

4.4. U¢ Boyutlu Nanofibroz Yara Ortii Malzemelerinin Antibakteriyel Etkinligi

PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarina ait 3B nanofibroz yara ortii
malzemelerinin antimikrobiyal etkileri E.coli ve S.aureus bakteri suslart ile

gergeklestirilen testler ile belirlenmistir.

Kat1 ortamda antibakteriyel etkileri gozlemlemek i¢in 8 mm ¢apinda iiretilmis olan 3B
nanofibroz yara ortli malzemeleri kullanilmistir. Agar difiizyon yontemi ile 24. saatin
sonunda elde edilen inhibisyon zonu goriintiileri Sekil 4.22°de, inhibisyon zon ¢aplar1 da

Cizelge 4.7°de verilmistir.

Cizelge 4.7. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplarina ait agar diflizyon

yontemi ile 24. saatin sonunda elde edilen zon ¢aplar1 (mm).

Gruplar E.coli S.aureus
PCL-Kit 9,83 +0,29 10,67 =0,58
PCL-Kit-Kur5 8 10,5+0,5
PCL-Kit-Kur10 8 8

Veriler incelendiginde PCL-Kit-Kur10 grubunda E.coli ve S.aureus bakterileri i¢in, PCL-
Kit-Kur5 grubunda ise yalnizca E.coli bakterileri i¢in inhibisyon zonunun 6rneklerin
altlarinda kalan alanlarla smirli kaldigr gorilmiistiir. Bu durumun sebebi olarak
kurkuminin kati agar ortaminda saliminin diisiik olmasindan kaynaklanabilecegi
diistiniilmektedir. Bu sonuglar birlikte degerlendirildiginde, iiretilen malzemeler i¢in

yuksek bir antibakteriyel etki gozlenmedigi sOylenebilir.
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PCL-Kit

PCL-Kit-Kur5

PCL-Kit-Kur10

Sekil 4.22. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait E.coli ve S.auereus

bakterileri i¢in 24. saatteki inhibisyon zonlar1.

4.5. Hiicre Kiiltiirii Calismalar
4.5.1. Sitotoksisite Calismalar:

4.5.1.1. Hiicre Canhlik Analizi —- MTT Testi

Sitoktoksisite ¢aligmalarinda, PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarinin
farkli diliisyonlardaki ekstraktlar1 ile muamele edilen fare fibroblast L929 hiicrelerinin
canliligt MTT testi ile belirlenmistir. Kontrol grubu olarak {izerine herhangi bir ekstrakt

eklenmemis hiicre grubu se¢ilmistir. MTT testi sonucu elde edilen absorbans degerlerinin
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kontrol grubuna gore karsilasgtirmasi yapilarak iiretilen 3B nanofibroz yara Ortii
malzemelerinin sitotoksik etkileri analiz edilmistir. Kontrol grubunun %100 canlilik
gosterdigi varsayilmis ve farkl diliisyonlardaki 6rneklerin hiicre canliligi kontrol grubuna

gore oranlanmustir. Elde edilen yiizde canlilik degerleri Sekil 4.23’te verilmistir.
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Sekil 4.23. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarina ait sitotoksisite testi

sonucunda elde edilen hiicre canlilik oranlari.

ISO 10993-5 standardina gore indirekt testlerde bir malzemenin sitotoksik etkisinin
oldugunun gostergesi %70’in altindaki canlilik olarak belirtilmistir [122]. Sitotoksisite
sonuglarina gore tlim gruplarda hiicre canlilig1 kontrol grubuna gore %100’iin tizerinde
bulunmustur ve her bir farkli diliisyon i¢in hiicre canliliginda benzer sonuglar elde
edilmistir (Sekil 4.23). Her bir ekstrakt orani i¢in hiicre canlilig1 agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). Merrell ve ark.
tarafindan yapilan bir ¢calismada PCL nanofiberlere kurkumin yiiklenmis ve kurkuminin
sitotoksik etkileri aragtirilmistir. Yapilan ¢alismada kurkumin ytikli tiim PCL gruplarinda
kurkumin yiikli olmayan PCL nanofiberlere kiyasla daha diisiikk hiicre canliligi
gerceklestigi goriilmiistlir. Ayrica %3 ve %17 oranlarinda kurkumin yiiklenen gruplar
karsilastirilarak, artan kurkumin miktar: ile sitotoksisitenin arttig1 da gézlenmistir [88].
Kurkuminin yiiksek dozlarda hiicre canliligini olumsuz yonde etkiledigi ve kurkumin
yiiklii doku iskelelerinde kontrollii salimin ger¢eklesmemesi halinde elde edilen iskelenin
sitotoksik etkilere sahip olabilecegi de literatiirde belirtilmistir [10]. Tez ¢alismasinda

elde edilen sonuglar, tiim gruplar igin, tiretilen 3B nanofibroz yara o6rtii malzemelerinde
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kullanilan kurkumin doz araliginin hiicreler lizerinde herhangi bir sitotoksik etki

olusturmadigini gostermektedir.
4.5.1.2. Kristal Viyole Analizi

PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarinin = %25, %50, %100
ekstraksiyonlar1 ile kiiltiire edilen hiicrelerin kristal viyole boyamalar1 Sekil 4.24’te
verilmistir. Deney kapsaminda pozitif ve negatif kontrol gruplarma ait kristal viyole
boyamalar1 da Sekil 4.25’te gosterilmistir. Hacimce %10 DMSO ile muamele edilen
pozitif kontrol grubunda beklendigi sekilde 6liim oraninin yiiksek oldugu, hiicrelerin
ylizeyden ayrilarak kiiresel morfolojide kaldiklar1 goriilmektedir. PCL-Kit, PCL-Kit-
Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarinda hiicre canliliginin tiim ekstrakt oranlarinda taze
kiiltiir ortamiyla muamele edilmis negatif kontrol grubuna benzer sekilde yiiksek oldugu
ve hiicrelerin saglikli bir morfolojiye sahip oldugu gdriilmektedir. Dolayisiyla iiretilen 3B
nanofibroz yara ortli malzemelerinin hiicreler lizerinde toksik etkilerinin bulunmadiklar:
sonucuna ulasilmistir. Elde edilen sonuglar ile MTT sonuglart da paralellik

gostermektedir.
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Sekil 4.24. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarmin %25, %50, %100
oranda ekstraktlariyla muamele edilen 1.929 hiicrelerinin 11k mikroskobu ile alinan 20X

biiylitmedeki goriintiileri.
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Sekil 4.25. Pozitif ve negatif kontrol gruplar1 i¢in L929 hiicrelerinin 1s1k mikroskobu
altindaki 4X ve 20X biiytitmelerdeki goriintiileri.

4.5.2. iki Boyutlu Nanofibréz Matrislerle Hiicre Kiiltiirii Calismalar

PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarina ait 2B nanofibroz matrislerin
hiicre kiiltiirii calismalar1 sonucunda elde edilen MTT analiz sonuglar1 ve SEM

goriintiileri asagida verilmistir.
4.5.2.1. Hiicre Proliferasyonu

Diisiik ve yliksek derigimlerde kurkuminin hiicre proliferasyonu ve hiicre gociine olan
etkileri iizerine literatiirde bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Mohammadi ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada kurkumin yiiklii PCL/kitre sakiz1 doku iskelelerine fare embriyo
fibroblast hiicreleri ekilmis ve hiicre canliligit ve morfolojileri MTT analizi ve SEM
goriintiilemesi ile incelenmistir. Kurkumin igeren gruplarda hiicre yapigmasinin ve
gbcliniin daha fazla oldugu ancak yiiksek derisimde kurkumin (%5 kiitle/hacim) iceren
gruplarda proliferasyonun belirgin bir sekilde diisiik oldugu belirtilmistir [133]. Golchin
ve ark. kurkumin yiiklii PV A/kitosan nanofibréz doku iskelelerine bukkal yag yastigi
kokenli mezenkimal kok hiicrelerini (BFP-MSC) ekerek 14 giinliik siire boyunca kiiltiire
etmis ve 7. giinden itibaren kurkumin iceren gruplarda, kontrol grubuna gore hiicre
canliliginin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir [97]. Kim ve ark. ise farkli
derigimlerdeki kurkuminin 3T3-L1 pre-adiposit (pre-adipocyte) hiicrelerinin in vitro

proliferasyon, go¢ ve apoptozu tizerine etkilerini incelemis ve diislik derisimlerde (0,01 —
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1 uM) kurkuminin hiicre canliligini artirict etkilerinin bulundugunu ancak yiiksek
derisimlerde (> 50 pM) hiicre canlilifinda azalmaya sebep oldugunu bildirmistir. Ayrica,
in vitro Transwell plakasi ile hiicre gogii deneylerinde kurkuminin hiicre gogiinii kontrol

grubuna gore 2,5 kat artirdig1 da gozlenmistir [141].
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Sekil 4.26. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarina ait 2B nanofibréz
matrislere ekilmis hiicrelerin 1., 7. ve 14. giinlerdeki absorbans degerleri. Veriler, 3
ornegin ortalamasi ve standart sapma degerleriyle ifade edilmistir. Istatistiksel olarak

anlaml farklar ise su sembolle gosterilmistir; * p<0,05.

Iki boyutlu PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarindaki hiicre ¢ogalmasinin
analizi i¢in 14 giinliik inkiibasyon siirecinin 1., 7. ve 14. giinlerinde MTT testi yapilmustir.
MTT test sonuglar1 Sekil 4.26’da verilmistir. MTT sonuglar1 incelendiginde 1. giinde
yapilan dl¢iimlerde PCL-Kit-Kur10 grubundaki hiicrelerin diger gruplardakilere gére cok
daha yiiksek bir metabolik aktiviteye sahip oldugu goriilmiis ve ancak gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlam bir fark bulunmamistir (p>0,05). Yedinci giin sonuglar1 da 1.
giinle benzer bir davranis gostermistir. Yine de ilk 7 giin i¢cin PCL-Kit-KurlO
matrislerden salman kurkuminin hiicrelerin metabolik aktivitelerini diger gruplara gore
daha fazla destekledigi soOylenebilir. Yedinci ve 14. giindeki absorbans degerleri
karsilastirildiginda tiim gruplar i¢in hiicre metabolik aktiviteleri sabit kalmistir. Genel

olarak, kurkumin i¢eren gruplarda MTT absorbans degerlerinin 14 giinliik siire boyunca

71



sabit kaldig1 goriilmiistiir. Kiiltiir siiresi boyunca 6zellikle PCL-Kit-Kurl0 grubundaki
MTT degerlerinin diger tiim gruplardan yiiksek oldugu ancak sadece 14. Giinde PCL-Kit-
Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 arasindaki absorbans degerleri arasindaki farkin istatistiksel

olarak anlamli oldugu goriilmektedir (p<0,05).
4.5.2.2. Hiicre Morfolojisi

Bolim 2.4.3’te detaylica anlatildig1 iizere, geleneksel elektroegirme ile firetilen
nanofibroz matrislerde, nanofiberler sikica paketlenmis bir yapidadir ve bu matrislerde
diizlemsel gozenekler derinlik ekseninde devam etmemektedir. Hiicrelerin, derinlik
eksenine gocilinii engelleyen bu durum matris biitiinlinde yeni doku olusumunu
sinirlamaktadir [50]. Ayrica, ortalama bir hiicre ¢apmin 5-20 pm arasinda olmasi
sebebiyle, nanofibroz matrislerdeki diisiik gozenek boyutlar1 hiicrelerin malzeme

derinligine gociinii engellemektedir [68].

Doku miihendisligi uygulamalarinda, kullanilan doku iskelesinin yiiksek gozeneklilige
sahip olmas1 hiicre gocii, besin iletimi, atiklarin uzaklastirilmasi, damarlanmanin
saglanmas1 gibi bir¢ok faktor i¢in Onemlidir. Ancak, godzenekliligin yani sira,
gozeneklerin birbirleri ile baglantili olmalar1 ve hiicresel uzantilara izin verebilmesi de
gerekir. Ornegin, hiicrelerin hayatta kalmasi i¢in kan iletiminden en fazla 200 um kadar
uzakta olmalar1 gerektigi bildirilmistir [142]. Ayrica, yara iyilesmesi siirecinde hiicreler
ve HDM proteinleri arasindaki etkilesim hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi gibi
hiicresel aktiviteler iizerinde 6nemli rol oynamaktadir [15]. Hiicre-matris etkilesimlerinin
yan1 sira hiicre-hiicre etkilesimlerinin de doku morfogenezi ve hemostazi i¢in yliksek
Onem tagidig1 da bildirilmistir [143]. Tiim bu sebeplerden dolay1 hiicre gociine ve hiicresel
baglantilara izin vermeyen yara Ortii malzemeleri hiicre-hiicre ve hiicre-matris

etkilesimlerini engelleyerek yara iyilesme siirecini olumsuz yonde etkiler.

Hiicre yapismasi, ¢ogalmasi ve morfolojisini analiz etmek amaciyla 1. ve 14. giinlerde
hiicreli 2B nanofibr6z matrisler iizerindeki hiicreler SEM ile goriintiillenmistir. PCL-Kit,
PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarina ait 2B nanofibr6z matrislerin 1. ve 14.
giinlerdeki diisiik ve yiiksek biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri Sekil 4.27 ve Sekil
4.28’de verilmistir. Iki boyutlu nanofibrdz matrislere ait SEM gériintiileri incelendiginde
tim gruplar i¢in matrislerin ylizeyinde hiicre yapismasinin gergeklestigi ancak hiicre
yapismasinin yalnizca matrislerin ylizeyinde kaldigi ve nanofiberlerin sik yapilarindan

dolay1 malzemelerin igerisine dogru hiicre gociiniin gerceklesmedigi goriilmektedir.
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Calismanin 14. giiniinde elde edilen goriintiilerde de hiicrelerin yalnizca matrislerin
ylizeyleri boyunca gelisebildikleri goriilmektedir. Tiim gruplar i¢in 1. giin ve 14. giine ait
goriintiiler karsilagtirildiginda, yogun bir HDM sentezi gerceklesmis, hiicre-hiicre ve
hiicre-nanofiber etkilesimleri ¢cok daha yogun bir sekilde kurulmustur. Genel olarak elde
edilen sonuglar 2B nanofibroz matrislerin hiicre gelisimine ve hayatta kalimina olanak
sagladiklarin1 gostermektedir ve MTT testi ile elde edilen sonuglar ile uyumludur. Ancak,
her ne kadar matrisler iizerinde yogun bir hiicre tabakasi bulunsa da nanofiberlerin siki
istiflenmelerine bagl olarak diislik gbzenek caplar1 nedeniyle hiicrelerin yiizeyde kalarak

malzeme derinliklerine go¢ edemedikleri de goriilmiistiir.

PCL-Kit

PCL-Kit-Kur5

PCL-Kit-Kurl10

Sekil 4.27. iki boyutlu nanofibréz PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 matrislere
ait 1. glindeki farkl bilylitmelere ait SEM goriintiileri.
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Sekil 4.28. 2B nanofibroz PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 matrislerine ait 14.
giindeki farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri.

4.5.3. U¢ Boyutlu Nanofibréz Yara Ortii Malzemeleriyle Hiicre Kiiltiirii Caliymalar

PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlO gruplarina ait 3B nanofibréz yara ortii
malzemelerinin hiicre kiiltiirli caligmalari ile elde edilen MTT analiz sonuglar1 ve SEM

goriintiileri asagida verilmistir.
4.5.3.1. Hiicre Proliferasyonu

Ug¢ boyutlu PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplarindaki hiicre
¢ogalmasinin analizi i¢in 14 giinliik inkiibasyon siirecinin 1., 4., 7. ve 14. giinlerinde MTT
testi yapilmistir. MTT sonuglar1 Sekil 4.29°da verilmistir. MTT sonuglar1 incelendiginde
1. glinde yapilan 6l¢iimlerde kurkumin i¢eren gruplarda hiicrelerin PCL-Kit grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 4-5 kat daha yiiksek metabolik aktiviteye sahip
olduklar1 goriilmektedir (p<0.01). Kurkumin i¢eren PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0
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gruplarindaki ortalama g6zenek caplarinin PCL-Kit grubuna gore daha yiiksek olmasiin
da ekim sonrasinda hiicrelerin malzeme derinliklerinde bile 1iyi yapisip
cogalabildiklerinin gostergesidir. Bu durum SEM analizleriyle de dogrulanmustir.
Kiiltiirtin 14. giiniine kadar her bir analiz giiniinde kurkumin i¢eren gruplardaki hiicrelerin
metabolik aktiviteleri PCL-Kit grubuna goére anlamli derecede yiiksektir; ancak bu
gruplardaki hiicrelerin metabolik aktiviteleri 14 giinliik kiiltir boyunca azalmaya devam
etmistir. Boliim 4.3’te verildigi izere 3B nanofibrdz yara 6rtii malzemelerinden kurkumin
salimmin 8-10 saat arasinda tamamlandig1 goriilmiistiir. MTT sonuglar1 incelendiginde
kurkumin i¢eren gruplarda 14 giinliik siire¢ boyunca absorbans degerlerinde genel olarak
diisiislin sebebi olarak metabolizmada oldukga diisiik bir yar1 dmre sahip olan kurkuminin
salimmin tamamlanmasi ve etkinligini kaybetmesi gosterilebilir [144]. Genel olarak elde
edilen sonuglar, 3B nanofibr6z yara ortii malzemelerinin hiicrelerin ilk yapigsmasini ve
proliferasyonunu destekledigini gostermektedir. Ayrica, kurkumin yiiklenmesi ile hiicre
canliligmin basarili bir sekilde desteklendigi ancak ileride yapilacak g¢aligmalarda
kurkuminin daha uzun stireli salimiin saglanarak olumlu etkilerinin artirilabilecegi de

duistiniilmektedir.
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Sekil 4.29. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait 3B nanofibr6z yara
oOrtli malzemelerinin 1., 4., 7. ve 14. giinlerdeki MTT absorbanslarina ait grafik. Veriler,
3 drnegin ortalamasi ve standart sapma degerleriyle ifade edilmistir. Istatistiksel olarak

anlamli farklar ise su sembollerle gosterilmistir; * p<0.05, **p<0.01 ve *** p<0.001.

81



4.5.3.2. Hiicre Morfolojisi

Hiicrelerin ilk yapigsmasi malzemenin morfolojik yapist ile biiyiik oranda iligkilidir.
Ozellikle fiber ¢aplarinm 300 nm’den kiiciik oldugu nanofibroz malzemeler, fiberlerin
HDM’deki kollajen fibrillerine olan benzerlikleri sayesinde hiicrelerin dogal ortamlarin
taklit etmede oldukga bagarilidir. Nanofiber malzemelerin morfolojik olarak HDM’ye

olan bu benzerlikleri, hiicre yapismasi ve ¢ogalmasini artirir [ 104].

HDM’nin goézenekli yapist bulundugu dokuya gore de farklilik gdstermektedir. Doku
miithendisligi uygulamalarinda gelistirilen ve dogal doku HDM’sini iyi taklit etmeyi
amaclayan yapilarin, kullanildiklar1 dokuya gore iiretilmeleri Onemlidir. Deri
HDM’sindeki kollajen fiberlerin sikligina bagli olarak gozenek boyutunda ve
gozeneklilikte ¢esitlilik bulunmaktadir [15]. Bu sebeple deri doku miihendisliginde
kullanilacak yara ortii malzemelerinin, makrogdzeneklilik yaninda mikrogdzeneklere de
sahip olmalar1 onemlidir. Bu sayede derinin dogal HDM’sinin sahip oldugu hiyerarsik
gbzenek yapisi (makro/mikrogdzeneklilik) daha iyi taklit edilebilir. Ma ve ark. tarafindan
yapilan bir ¢alismada farkli gézeneklige sahip yapilarin hiicre farklilagsmasi, canlilig1 ve
morfolojisi iizerine etkileri incelenmistir. Yiiksek gozeneklilige sahip yapilarda fiberler
aras1 mesafenin fazla olmasi sebebiyle hiicrelerin yayilmalariin siirlanabilecegi ancak
diisiik gozenekli yapilarda da hiicrelerin kiimelenmelerinin gili¢ olmasindan dolay1

farklilasmanin sinirlanabilecegi bildirilmistir [145].

2B elektroegirme tliretim yontemleri ile yalnizca sikisik diizene sahip, gdzenekliligi diisiik
yapilar elde edilebildigi i¢in, bu yapilarin HDM’nin yapisindaki gozenekli yapiyi taklit
etmesi tam olarak miimkiin olamamaktadir. Tez calismasi kapsaminda iiretilen 3B
nanofibroz yara ortli malzemelerinde, makro ve mikrogdzenekler bir arada bulunarak
HDM’nin hiyerarsik gdzenekli yapisi basarili bir sekilde taklit edilebilmistir. Bu durum,
hiicrelerin 3B nanofibr6z yara ortii malzemelerinin derinliklerinde bile yogun bir sekilde
yapisip ¢ogalmalarini saglamistir. Ayrica, 2B yapilarda makrog6zeneklerin bulunmamasi
da hiicrelerin sadece malzeme yiizeyinde ¢ogalmalarina neden olmustur. Ug boyutlu
yapilarda gozenekliligin enine kesitlerde ortogonal dogrultuda da devam etmesi,

hiicrelerin doku iskelesinin derinliklerine go¢iine de olanak saglamaktadir [50].

Literattirdeki birgok ¢aligma geleneksel elektroegirme yontemi ile iiretilen 2B nanofibroz
matrislerin dezavantajlarmi gidermek amaciyla 3B elektroegirme yontemi ile iiretilen

malzemeleri incelemektedir. Chen ve ark. geleneksel elektroegirme yontemi ile iiretilen
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jelatin/PLA nanofibroz matrisler ile bu matrislerden dispersiyon sekillendirme yontemi
ile iiretilen 3B doku iskelelerini karsilastirmustir. [n vitro hiicre kiiltiirii calismalarinda 3B
yapilarin yliksek gozenekli yapilar ile hiicrelerin dogal {i¢ boyutlu ortamini taklit ederek
2B yapilara gore hiicre proliferasyonunu ve gogiinii daha iyi destekledikleri
belirtmislerdir. Ayrica, hiicre ekiminin 6. giliniinden itibaren doku iskelelerinin
derinliklerine de hiicre gociiniin gergeklestigi goriilmiis ve bu durum 3B yapilarin
makrogo6zenekli yapilari ile iligkilendirilmistir [71]. Benzer sekilde Li ve ark. dispersiyon
sekillendirme yontemi ile iiretilen 3B jelatin/PLA doku iskelelerini incelemislerdir. /n
vitro hiicre kiiltiirii calismalar1 sonucunda beklenildigi sekilde hiicrelerin yalnizca 2B
yapilarin ylizeylerinde yapisip cogaldigr goriilmiis ancak 3B yapilarda tiim dogrultularda
hiicre gociiniin gergeklestigi, hiicrelerin 3B yapilarin derinliklerine kadar yayildiklar1 ve
hiicre proliferasyonunun 2B yapilara gore anlamli derecede arttig1 belirtilmistir. Ayrica
in vivo ¢aligmalarda kronik diyabetik fare yaralarinda 3B yapilarin etkin doku olusumu
ve yara izinin engellenmesi i¢in ¢ok daha etkili olduklar1 belirtilmistir [124]. Ye ve ark.
tarafindan iiretilen 3B nano-Hap/PLLA/jelatin nanofibroz doku iskelelerine ekilen kemik
iligi kok hiicrelerinin in vitro gen ekspresyonlar1 incelenerek 3B yapilarin hiicre
farklilasmasini yiiksek oranda destekledikleri belirtilmistir. /n vivo ¢alismalar ile de
tiretilen 3B yapilarin yeni kemik dokusu olusumunu anlamli derecede destekledikleri
bulunmustur. Elde edilen bu sonugclar, iiretilen doku iskelelerinin yiiksek gozenekli
yapisiin dogal hiicre ortamin1 daha 1yi taklit etmesi ve hiicre gocii ile proliferasyonunu
daha iyi desteklemesi ile iligkilendirilmistir [125]. Genel olarak literatiirdeki ¢alismalar
incelendiginde, iiretilen 3B’lu yapilarin sahip olduklar1 yiiksek gézenekli yapilarinin
hiicre gocli ile proliferasyonu artirdigt ve dogal doku olusumunu destekledigi

goriilmektedir.

&3



PCL-Kit

PCL-Kit-Kur5

PCL-Kit-Kur10

Sekil 4.30. 3B nanofibroz PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 yara orti

malzemelerine ait 1. glindeki farkli biiylitme oranlarindaki SEM goriintiileri.

Hiicre kiiltiirii ¢galigmalarinda, hiicre ¢ogalmasi, yapigsmasi, canliligin1 ve morfolojisini
analiz etmek amaciyla 1. ve 14. giinlerde hiicreli 3B nanofibrdz yara ortii malzemelerinin
SEM goriintiileri alimmistir. PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait 3B
nanofibroz yara Ortii malzemelerinin 1. ve 14. giinlerdeki biiyiik ve kiiclik biiyilitme

oranlarindaki SEM goriintiileri Sekil 4.30 ve Sekil 4.31°de verilmistir.
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PCL-Kit

PCL-Kit-Kur5

PCL-Kit-Kur10

Sekil 4.31. 3B nanofibroz PCL-Kit, PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-KurlQ yara ortii

malzemelerine ait 14. giindeki farkli biiyiitme oranlarindaki SEM goriintiileri.

Hiicrelerin ii¢ boyutlu nanofibroz yara ortii malzemelerinin gézenekleri etrafinda yapisip
yayildiklart ve hiicresel uzantilarin malzemeler ile biitlinlesik bir yapida olduklari
goriilmektedir. SEM goriintiileri incelendiginde tiim gruplarda 1. glinden itibaren 3B yara
ortli malzemelerinin derinlikler boyunca goézenek ylizeylerinde hiicre tutunmasi ve
yayllmasmin basarili bir sekilde gerceklestigi goriilmektedir. PCL-Kit grubu ile
kurkumin iceren PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kurl0 gruplar1 karsilastirildiginda,
kurkumin igeren gruplarda hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimlerinin ¢ok daha fazla
daha fazla oldugu goriilmektedir. Hiicre kiiltiirii calismasimin 14. giliniindeki SEM
goriintlileri incelendiginde 1. giine gore Ozellikle PCL-Kit-Kur5 gruplarinda hiicre
cogalmasinin arttig1 ve hiicresel uzantilarin yara ortii malzemeleri boyunca yayildiklar
goriilmektedir. Yine bu goriintiilerde hiicreler arasi uzantilarin olustugu ve boylece hiicre-

hiicre etkilesimlerinin de basarili bir sekilde saglandig1 goriilmektedir. PCL-Kit-Kur10
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grubunda, 14. giine ait goriintiilerde bazi hiicrelerin kiiresel morfolojide kaldiklar1 ve
hiicre 6limii gergeklestigi de goriilmektedir. Bu durum salinan kurkumin miktariin az
da olsa hiicre oliimiine yol a¢masi ile agiklanabilir. Literatiirde kurkuminin diisiik
derigimlerde hiicre gociinii ve proliferasyonunu destekleyici ancak derisim yiiksek
oldugunda sitotoksik etki gosterebilecegini belirten ¢alismalar ile paralellik
gostermektedir [97, 133, 141]. PCL-Kit-Kur5 ve PCL-Kit-Kur10 gruplarina ait 3B yara
ortli malzemelerinde daha fazla hiicre yapismasinin gozlenmesi ve hiicresel etkilesimlerin
basarili bir sekilde desteklemesi, MTT analizi sonuclariyla da paralellik gostermektedir.
Genel olarak 3B yapilarin hiicre gogiinii ve proliferasyonunu desteklemesi literatiirdeki

calismalarda elde edilen sonuglar ile benzerlik gostermektedir.
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5. YORUM

Sunulan tez c¢alismasinda kurkumin yiiklii makrog6zenekli 3B nanofibréz yara ortii
malzemeleri dispersiyon sekillendirme yontemi ile tiretilmistir. Yara ortlii malzemelerinin
tretiminde PCL, kitosan ve kurkumin kullanilarak geleneksel elektroegirme yontemi ile
2B nanofibréz matrisler tretilmis ve bu matrislerden dispersiyonlar elde edilerek
kaliplara dokiilmiis, sonrasinda dondurarak kurutma yontemi ile 3B nanofibrdz yara ortii

malzemeleri basariyla elde edilmistir.

Hiicre dis1 matrisin dogal yapisina fiziksel ve kimyasal olarak benzerligi yiiksek, hiicre
proliferasyonunu ve gociinii destekleyici, yliksek eksiidali yaralar i¢in su emme kapasitesi
yeterli yara ortli malzemelerinin gelistirilmesi deri doku miihendisligi arastirmacilarinin
en Onemli ugraglariin basinda gelmektedir. Tez calismasi kapsaminda, deri doku
miihendisligi 6zelinde literatiirde daha once 6rnegi bulunmayan, kurkumin yiikli ve
makrogozeneklere sahip ili¢ boyutlu yara ortii malzemeleri bagarili bir sekilde tliretilmis

ve detayli bir sekilde karakterize edilmistir.

Kurkumin yiiklii 3B nanofibréz yara ortii malzemelerinden kurkumin salim kinetikleri
analiz edilerek PCL-Kit-Kur5 grubunda kurkumin salim kinetigi i¢in en ylksek
korelasyon Higuchi modeli ile gozlenirken, PCL-Kit-KurlO grubunda en yiiksek
korelasyon sifirinci derece kinetik modeli ile gozlenmistir. Bu sonuglar, PCL-Kit-
Kur5’ten kurkumin saliminin difiizyon kontrollii bir sekilde gergeklestigini ancak PCL-
Kit-Kur10 grubunda ise derisimden bagimsiz olarak kurkuminin sadece zamana bagl
olarak salindigini géstermektedir. Sitotoksisite ve hiicre kiiltiirii galismalar ile elde edilen
sonuglar beraber degerlendirildiginde, iiretilen 3B yapilardan kurkuminin bu tez
calismasinda kullanilan doz araliginda kontrollii salimiyla hiicreler iizerinde bir toksit etki
gostermedigi anlagilmaktadir. Ancak, kurkumin saliminin kisa siirede tamamlanmasi
sebebiyle HDF hiicrelerinin proliferasyonuna olumlu etkilerinin smirli kaldig1 da
diisiiniilmektedir. Ileride yapilacak olan calismalar ile kurkuminin daha uzun siireli
salimimin saglanmasi ile kurkuminin olumlu etkilerinin stirekliliginin saglanabilecegi de

sOylenebilir.

Tez calismast kapsaminda elde edilen iki boyutlu nanofibréz matrislerin ortalama
gozenek caplari sirasiyla 433 nm, 403 nm ve 456 nm olarak Slgiiliirken; ayn1 gruplara ait
tic boyutlu yara o6rtii malzemelerinin ortalama gozenek ¢aplart 16 um, 33 pm ve 32 um

olarak Olcililmiistiir. Ayrica p-BT analizleri sonucunda tiim gruplar ig¢in toplam
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gozeneklilik ~%90 olarak bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar, kullanilan iiretim
yontemi ile makrogdzenekliligin basarili bir sekilde saglandigim gostermektedir. Ug
boyutlu nanofibroz yara ortii malzemeleri ile yapilan hiicre kiiltiirli calismalarina ait SEM
gorilintiileri incelendiginde, malzemeler iizerinde hiicre-hiicre ve hiicre-malzeme
etkilesimlerinin basarili bir sekilde kuruldugu goriilmistiir. Ayrica, hiicre kiiltiiri
calismasiin ilerleyen giinlerinde hiicre-hiicre ve hiicre-matris etkilesimlerinin artti1 ve
hiicrelerin yara ortii malzemeleri ile siki bir etkilesim igerisinde olduklar1 goriillmektedir.
Hiicrelerin malzeme derinliklerindeki gozenek ylizeylerinde bile yogun bir sekilde
bulunuyor olmas1 da makrogdzenekli yapinin 2B matrislere gore hiicre gociinii ¢ok daha
1yi destekledigini ortaya koymaktadir. Yine MTT sonuglarinda kurkumin igeren malzeme
gruplarinda HDF metabolik aktivitelerinin kontrol grubuna gore ¢ok daha yiiksek oldugu
da SEM sonuglartyla uyumluluk gostermektedir. Bu sonuglar, iiretilen 3B yara oOrtii
malzemelerinde olusturulan makrogozenekliligin  hiicre yapismasi, go¢ii ve
proliferasyonunun basarili bir sekilde destekledigini gostermektedir. Ayrica gelistirilen
3B nanofibroz yara ortlii malzemelerinin makrogdzenekli ve hidrofilik yapilar1 sebebiyle
yiiksek su alim kapasitesine sahip olduklar1 da gosterilmis ve bu malzemelerin yliksek

ekstlidaya sahip yaralar i¢in uygun olabilecekleri diisiiniilmektedir.

Gelistirilen 3B nanofibroz yara Ortii malzemelerine kurkumin yiiklenmesiyle
antibakteriyel etkilerin artiritlmasi  planlanmigtir.  Ancak, yapilan deneylerde
antibakteriyel etkinin artirildigina dair bir sonuca ulagilamamistir. Bu durum, deneyler
sirasinda kurkuminin kati agar ortamina yeterince salinmamasindan kaynaklanabilir.
Gelecekte yapilacak ¢alismalar ile kurkuminin antibakteriyel 6zelliklerini daha belirgin
bir sekilde gosterebilecek 3B yara Ortii malzemelerinin gelistirilmesi hedeflenebilir.
Ayrica, iiretilen yara 6rtli malzemelerinin literatiirdeki benzer yontemler ile elde edilmis
3B yapilara kiyasla mekanik 6zelliklerinin daha diisiik oldugu da goriilmistiir. Tez
calismasi kapsaminda iretilen nanofibr6z malzemelere 1s1l veya kimyasal bir capraz
baglama islemi yapilmamasi, bu durumun temel sebebini olusturmaktadir. Gelecekte,
iiretim yonteminde capraz baglama kullanilarak 3B nanofibréz yara ortli malzemelerinin

mekanik 6zellikleri iyilestirilebilir.

Sunulan tez ¢alismasi ile kurkumin yiiklii 3B nanofibréz yara ortli malzemeleri basarili
bir sekilde tiretilebilmistir. Tez ¢alismasinda elde edilen sonuglarin, 6zellikle kurkumin
yiiklii 3B yara Ortii malzemeleri i¢in literatiire onemli bir katki yapacagi diistintilmektedir.

Uretilen yara rtii malzemeleri ile fonksiyonel deri doku olusumu protein/gen ekspresyon
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seviyeleri ve hiicre gocli analizi gibi ¢ok daha detayli in vitro cgaligmalarla ortaya
konulduktan sonra klinik olarak kullanilabilirligi in vivo ortamda arastirilmalidir. Yine de
bu calismayla ulasilan sonuglar bize 3B nanofibréz yara ortii malzemelerinin deri doku

miihendisliginde yiiksek kullanim potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.
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