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Tez Danigsmani: Dog. Dr. Eylem Giiven

Haziran 2014, 110 sayfa

Son yillarda doku muhendisliginde nanoteknolojik yaklasimlarin kullaniimasi ile
ivme kazanan gelismeler, 6zellikle biyomedikal alanda kendini gostermistir. Birgcok
nanoteknolojik Uretim yontemiyle dogal ve sentetik polimerler ile bunlarin
karigsimlardan hazirlanan nanofibriler yapilar doku iskeleleri, ilag tasiyici sistemler
ve vyara-yanik Ortu malzemeleri olarak gunumuzde kullaniimaktadir. Bu
polimerlerden biri olan poli(3-hidroksibaitirat-co-3-hidroksivalerat) (PHBV);
biyobozunur, biyouyumlu, kompleks saflastirma prosesleri gerektirmeyen, toksik
olmayan ve yari kristalin 6zellik gosteren bir polyesterdir. Bu 6zelliklerine ek olarak
mekanik dayaniklihgr ve kolaylikla elektrostatik edrilebilirligi sayesinde,
gunumuzde doku muhendisligi uygulamalarinda onemli bir yere sahiptir. Bu tez
calismasinda yara-yanik oOrti malzemesi olarak kullanilmak Uzere, farkh
konsantrasyonlara sahip ¢ozeltilerden (%10, %13 ve %15 (w/v)) PHBV nanofibriler

yapilar elektrostatik egirme yontemiyle sentezlenmistir. Boncuksuz ve duzgln



morfolojide nanofiberler elde etmek igin polimer konsantrasyonu, ¢dzucu turd,
¢Ozelti akis hizi, uygulanan voltaj, calisma mesafesi vb. elektrostatik egirme
parametrelerinin optimizasyonu saglanmistir. En dizgin ve homojen morfolojiye
sahip nanofibriler yapilar, agirikca %10 PHBV (%10 (w/v) PHBV)
konsantrasyonunda elde edilmigtir. Ayni zamanda bu nanofibriler yapilara
antimikrobiyal, antienflamatuar, yara iyilestirici vb. 6zellikleri ile bilinen ve Curcuma
longa L. bitkisinin rizomlarindan izole edilen Kurkumin (Cur) yuklenmigtir. Sonug¢
olarak farkli konsantrasyonlarda (%0.1, %0.3 ve %0.5 (w/v)) kurkumin PHBV
cOzeltilerine eklenerek elektrostatik egirme yontemi ile kurkumin yukli PHBV
nanofibriler yapilar basariyla Uretilmigtir. Saf PHBV ve kurkumin yukli PHBV
nanofibriler yapilarin karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM),
Fourier transform infrared spektroskopisi, X-Isinlari difraksiyonu (XRD) ve
Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) araciligiyla yapilmigtir. SEM analizi,
kurkumin yukli PHBV nanofiberlerin g¢aplarinin 50-838nm arasinda degisiklik
goOsterdigini agiga cikarmistir. Bu nanofibriler yapilarin mekanik 6zelliklerinin
belirlenmesinde  mekanik test cihazindan vyararlaniimigtir.  Sitotoksisite
degerlendirmesi MTT testi ile yapilmistir. indirekt sitotoksisite sonuglari; PHBV ve
Kurkumin yukla PHBV nanofiber ekstraktlarinin, L929 fare fibroblast hucre hattina
toksik olmadigini ortaya cikarmistir. L929 fare fibroblast hicrelerinin yapisma ve
proliferasyon sonuglari, en iyi adezyonun saf PHBV (%10 (w/v)) ve %0.5 (w/v)
kurkumin yukld PHBV (%10 (w/v)) nanofibriler yapilarda oldugunu gdstermistir.
Kurkumin yudklG PHBV nanofibriler yapilardan kurkuminin in vitro salm
karakteristiginin incelenmesinde tam daldirma yonteminden yararlaniimistir.
Lizozim iceren PBS c¢ozeltilerinde bekletilen bu nanofibriler yapilarin, 14 gin
sureyle gunlik kuatlesel azahmlarindan yola c¢ikilarak degredasyon profilleri
olusturulmustur. Ayrica yara-yanik OrtU materyalinin tasimasi gereken
Ozelliklerden biri olan iyi hidrasyon kapasitesinin belilenmesi amaciyla, bu
nanofibriler yapilarin sisme calismalari yapiimistir. Yapilan bu ¢alismalar sonucu,
hazirlanan %0.5 (w/v) kurkumin yukli PHBV nanofiberlerin yara-yanik ortl
materyali olarak doku rejenerasyonunda iyi bir potansiyele sahip olacagdi

disunulmektedir.

Anahtar Kelimeler: PHBV, Kurkumin, Elektrostatik Egirme, Nanofiber, Yara-Yanik
Ortli Malzemesi
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Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Eylem Giliven

June 2014, 110 pages

In recent years accelerating advances with utilization of nanotechnological
approaches in tissue engineering come into prominence particularly in biomedical
field. Nowadays nanofibrillar structures prepared by many nanotechnological
fabrication methods from natural, synthetic polymers and their blends are used as
tissue scaffolds, drug delivery systems and wound-burd dressing materials. One of
these polymers poly(3-hydroxybutyric acid-co-3-hydroxyvaleric acid) (PHBV) is a
biodegradable, biocompatible, nontoxic and semicrystalline polyester without
requiring complex purification processes. In addition to these properties, PHBV
plays an important role in tissue enginereering applications with its characteristics
such as mechanical strength and easy electro-spinnability. In this study PHBV
nanofibrillar structures were fabricated from different concentrations of PHBV
solutions (10%, 13% and 15% (w/v)) by electrospinning method for using as a

wound-burn dressing material. In order to obtain bead-free nanofibers with smooth



morphology, some electrospinning parameters such as polymer concentration,
solvent type, solution flow rate, applied voltage and working distance, etc. were
optimized. 10% (w/v) PHBV concentration was determined as the optimum
solution concentration to obtain the nanofibrillar structures with the most smooth
and homogeneous morfologies. At the same time, curcumin (Cur), which is known
with antimicrobial, anti-inflammatory, wound healing properties, etc. and isolated
from the rhizoms of Curcuma longa L. plant, was loaded in different concentrations
(0.1%, 0.3% and %0.5% (w/v)) to the PHBV. As a result, curcumin loaded PHBV
nanofibrillar structures were succesfully obtained via electrospinning by using
different concentrations of curcumin and PHBV. The characterization of pure
PHBV and curcumin loaded PHBV nanofibrillar structures were carried out by
using Scanning Electron Microscope (SEM), Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR), X-ray Diffraction (XRD) and Differential Scanning
Calorimeter. The SEM analyses revealed that the fiber diameter of these
nanofibrillar structures varied in the range of 50-838 nm. Mechanical testing
machine was used to determine the mechanical properties of these nanofibrillar
structures. Cytotoxicity evaluation was investigated using MTT test. Indirect
cytotoxicity results showed that pure PHBV and curcumin loaded PHBV nanofiber
extracts are not toxic to L929 mouse fibroblast cell line. The adhesion and
proliferation results of L929 mouse fibroblast cells indicated that the best and
effective adhesion were observed for PHBV (10% (w/v)) and curcumin (0.5%
(w/v)) loaded PHBV nanofibrillar structures. The total immersion method was used
in the examination of in vitro curcumin release characteristic from curcumin loaded
PHBV nanofibrillar structures. The degradation profiles of these nanofibrillar
structures, which were kept in PBS solutions containing lysozyme, were obtained
based on the daily mass reductions during 14 days. In addition, swelling studies
for these nanofibrillar structures were carried out in order to determine the good
hydration capacity required for wound/burn dressing materials. Curcumin (0.5%
(w/v)) loaded PHBV nanofibrillar structures is expected to have great potential as a

wound-burn dressing material in tissue engineering.

Keywords: PHBV, Curcumin, Elektrospinning, Nanofiber, Wound-Burn Dressing
Material
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1. GIRIS
Viucudumuzun en buylk organi olarak bilinen deri, organizmanin canhhgini
surdurebilmesi igin gerekli birgok fonksiyonu yerine getirmektedir. Cesitli igsel ve
digsal faktorler ile bu faktorlerin kombinasyonlari sonucu deri butinliginde
meydana gelen bozulma sonucu farkli tipte yaralar olugsmaktadir. Olusan bu
yaralari mumkun olan en kisa surede ve en etkin sekilde kapatma egiliminde olan
organizma, yara iyilesmesi adi verilen dinamik ve kompleks bir sureci baglatir.
Hemostasis, inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon evrelerinden olusan bu
iyilesme surecinde ¢esitli biyokimyasal ve sitolojik prosesler araciligiyla, devitalize
ve yitirilmis hlcresel yapilar ile doku tabakalari yeniden olusturulmaktadir [1]. Bu
surecte, zaman zaman organizmanin tek basina yetersiz kaldigi durumlarda yara
iyilesmesi ve tedavisi igin farkli 6zelliklere sahip pek ¢ok materyal kullaniimis,
ancak istenilen sonuca tam olarak ulasilamamistir. Gegmis yuzyillarda yara ve
yanik tedavisinde Kkarsilagilan guglukler, son yillarda doku muahendisligi ve
nanoteknolojinin de igerisinde yer aldigi ¢esitli bilim dallarinin katkilariyla bayuk
oranda azaltlmaktadir [2,3]. Ozellikle vyara iyilesme patofizyolojisinin
aydinlatiimasi, sira digi 6zelliklere sahip yeni nesil biyo- ve sentetik polimerlerin
kesfi ve bu polimerlerin nanoteknolojik Uretim yontemleriyle istenilen gsekilde

fabrikasyonu ile yara tedavisinde dnemli gelismeler kaydedilmistir [2, 3].

Doku rejenerasyonu, cesitli icsel ve digsal faktorlerin yol actigi doku kaybi sonrasi,
dokunun yeniden olusturulabilmesi amaciyla ayni tirde ve miktarda hicrelerin bir
araya gelmesi olarak ifade edilmektedir. GUnUmuzde birgok bilim dalinin ortak
¢alismalari sonucu multidisipliner bir dal olarak karsimiza ¢ikan doku muhendisligi,
fonksiyonlarini yitiren doku ve organlarin dogal kosullarda sahip oldugu
nanoolgekli yapisini laboratuar kosullarinda hucreler ve kolajen6z bir iskele

yardimiyla taklit ederek doku rejenerasyonuna olanak saglamaktadir [4, 5, 6].

Nanoteknolojinin énemli bir brangi olarak ortaya c¢ikan nanofiberler, diger bir
ifadeyle nanolifler; c¢esitli Uretim ydntemleriyle elde edilen, ylksek ylzey
alani/hacim orani, fleksibilite, yuksek gozeneklilik de dahil olmak Uzere birgok
essiz fonsiyonlara sahip, nanodlgekli ipliksi yapilardir [7]. Bu 6zelliklerine ek
olarak, nanofiberlerin gosterdikleri Ustin mekanik performans, kigik gdzenek
boyutlari ile dogal ekstraselller matrikse benzemeleri, doku muhendisligi basta
olmak uzere pek ¢ok alanda nanofiberlere olan ilgiyi onemli 6lgude artirmaktadir.
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Nanofiber uretim yontemlerinden biri olarak bilinen elektrostatik egirme ile
polimerlerden nanoolgekili ve gozenekli fiberler  tek basamakta

sentezlenebilmektedir [7].

Nanoteknolojinin, doku muhendisligine kazandirdigi en 6nemli avantajlardan biri,
doku jenerasyonuna hizmet etmek Uzere istenilen materyalden, arzu edilen sekilde
ve boyutta tasarlanabilen multifonksiyonel nanofibroz iskelelerdir [5, 6]. Tasarlanan
bu yapilar ekstraselller matriksin (ECM) hticrelere sagladigi fiziksel destek, hicre-
hidcre interaksiyonlarinin organizasyonu, hucre yapismasl, ¢ogalmasi, gogu,
farkhlasmasi, fiziksel, kimyasal ve mekanik degisikliklere cevap verebilme vb.
Ozellikleri tagimakla birlikte; bu yapilarda nanofiberlerin sahip oldugu yuksek
yluzey/hacim orani, yuksek godzeneklilik, kiguk gbézenek boyutlari vb. ozellikler
korunmaktadir [2,3]. Sonu¢ olarak doku butlinlGgu ile vaskillarizasyonuna izin
verilen yapilar sentezlenebilmektedir. Ozellikle son yillarda, nanofibrdz iskeleler
genellikle biyobozunur dogal ve sentetik polimerler ile bunlarin blendlerinden

uretilmektedir [8].

Poli(3-hidroksivalerat-co-3-hidroksivalerat); biyobozunur, biyouyumlu, kompleks
saflagtirma prosesleri gerektirmeyen, toksik olmayan ve yari kristalin 6zellik
gosteren bir polihidroksialkanoattir [9]. Bu 0Ozelliklerinin yani sira mekanik
dayaniklihgr ve kolaylikla elektrostatik egrilebilirligi sayesinde doku muhendisligi
uygulamalarinda kullaniimaktadir. Yeni nesil yara-yanik ortu materyallerinde hucre
tutunmasini, hucre proliferasyonunu ve hucre c¢ogalmasini destekleyen
Ozellikleriyle bilinen ve Curcuma longa L. bitkisinden izole edilen turmerigin aktif bir
bileseni olan kurkumin, antienflamatuar, antioksidan, antimikrobiyal 6zellikleri ile
yara iyilestirme galismalarinda etken madde olarak oldukga dnemli bir yere sahiptir
[10].

Bu cgalismada, yara-yanik orti malzemesi olarak kullaniimak Uzere elektrostatik
egirme yontemi ile kurkumin (Cur) yukli PHBV nanofibriler yapilar sentezlenmistir.
Nanofiber yapilarin detayli analizleri SEM, FTIR, XRD, DSC ve mekanik test
Olcimleri yardimiyla gergeklestiriimistir. Kurkuminin nanofibriler yapilardan in vitro
salim profillerini incelemek amaciyla spektrofotometrik yontemden yararlaniimigtir.
Ayrica kurkumin yukli PHBV nanofiberlerin in vitro biyodegradasyon c¢alismalari
gerceklestiriimigtir. Bu nanofiberlerin L929 fare fibroblast hucrelerine karsi

sitotoksisitesi MTT yontemi ile belirlenmistir. Hlicre yapismasi ve proliferasyonu
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tayin edilmis ve su tutma kapasitesi incelenmistir. Hazirlanan kurkumin yudklu
PHBV nanofibriler yapilarin, doku muhendisliginde yeni nesil yara-yanik ortl

materyali olarak onemli bir potansiyele sahip olmasi beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri
2.1.1. Deri Anatomisi

Omurgalilarin vucutlarini kaplayan en dis katman olan deri, diger bir ifadeyle
integimental sistem, memelilerde hem agirlik hem de hacim agisindan vicuttaki
en blylk organ olarak bilinir. Multifonksiyonel bir organ olarak goérev yapan ve 20

dordul ayaktan daha genis bir ylzey alanina sahip olan bu sistem, yetiskin bir

insanin vucut agirliginin yaklasik olarak %16’sina karsilik gelir [1].

Stratum corneum

Stratum granulosum
Stratum spinosum
Stratumbazal

Sekil 2.1. Derinin kesiti

Deri, histolojik agidan U¢ kisimdan olusur. Bu kisimlar vicudun en dis

katmanindan i¢ katmanina dogru sirasiyla; epidermis, dermis ve hipodermis

(derialti doku) adlandirilir. (Sekil 2.1).

Ter bezi poru

Krause cisimeiji
Serbest sinir ucu
Meissner cisimeigi
¥aj bezi

Arrector pili kas)
Ruffini cisimcigi
Kolsjen fiber

Sag kdkii
Ekrin ter bezi

Duyusal sinir liflen
Otonom sinir lifleri



2.1.1.1. Epidermis

Vicudun en dis katmani olarak bilinen, 5 ayn alt katmandan olusan ve vicudu
tamamen o6rten bir tabaka olan epidermis, keratinlesen ¢ok kath yassi epitel doku
olarak da ifade edilir. Derinin bu katmani, embriyolojik acidan ektoderm kokenli
olup, yapisinda 4 farkli hucre tipi icerir [11]. Bu hucreler, keratinositler,
melanositler, langerhans hucreleri ve merkel hucreleridir. 5 farkli alt tabakadan
olusan bu katmanin, temel epitelyum hicresi keratinositlerdir [12, 13].

Epidermisin katmanlari en distan en ice dogru sirasiyla; stratum corneum, stratum
lucidum, stratum granulosum, stratum spinosum ve stratum germinativum olarak
isimlendirilir [12, 13].

Oli keratinositler

A N B -
l )\m :_-‘;-: . =3 ) A ~

Bazzl membran

Papiler dermis :
P Keratinosit Langerhans Melanosit M erk E].
hiicresi hicresi

Sekil 2.2. Epidermis ve katmanlari

Stratum corneum, epidermisin en dis katmanidir ve boynuzsu tabaka olarak
adlandirilir [13]. Dis dlinya ile temas halinde bulunan bu tabaka, epidermisin en
kalin tabakasi olup; gekirdeksiz (nUkleusa sahip olmayan) ve yassi korneositlerden
(canlih@ini kaybetmis hicrelerden) meydana gelir [13, 14]. Surtinme, carpma,

yaslanma vb. fiziksel ve mekanik etkenlerle surekli dokilme 6zelligi gosteren bu



tabaka, korneositlerin yaklagik 15-20 katman olusturacak sekilde Ust Uste

dizilmesiyle olugur [12, 13, 14].

Stratum corneumun altinda yer alan stratum lucidum, el ayasi ve ayak tabani gibi
derinin kalinliginin arttigr bolgelerde 151k mikroskobuyla kolaylikla gorulurken; goz
kapagi gibi derinin ¢ok ince oldugu bolgelerde neredeyse yok denilebilecek kadar
acik renktedir. Sitoplazmalarinda eleidin proteini bulunan ve saydamsi goruntuye
sahip bu tabakanin hcreleri, i§ seklinde yassilasmis eozinofilik hlcrelerdir [12,
13]. Stratum granulosum, keratinlesmenin ilk goértldugu tabaka olup; 1-5 sira
halinde dizilmis yassi hucrelerden olusur. Bu hucreler ¢ekirdeklerini kaybetmis
olmakla birlikte sitoplazmalarinda keratohyalin granulleri icerir ve keratin
olusumuna katki saglar. Stratum granulosum ile stratum germinativum arasinda
bulunan stratum spinosum, 5 ile 10 sira halinde dizilmis poligonal hicre
toplulugundan olusur. Komsu hucreler birbirlerine desmozom adi verilen
sitoplazmik dikensi cikintilarla baglanirlar [12, 14]. Bu tabakanin en 6nemli iki
hiucre tipi, keratinositler ve langerhans hucreleridir. Ayrica yine bu tabakada
odland cisimcigi ve filagrin iceren keratohyalin grandllerine de rastlanir. Malpighi
tabakasi olarak da bilinen bu tabakada, keratinizasyonun bir asamasi olan
tonofilament sentezi yapilir. Bu tabakanin en oOnemli goérevleri arasinda
immunolojik defans, derideki nem kaybini énlemede gorevli lipidlerin Uretimi ve
korunmasi yer alir [1, 12]. Epidermisin en alt tabakasi olan stratum germinativum
(stratum bazal) dogurucu tabaka olarak da bilinir. Genellikle tek sira halinde
dizilmis silindirik hdcrelerden meydana gelir. Bu tabakada epidermisin stem
hacreleri kabul edilen keratinositler, melanositler ve merkel hacreleri bulunur [12].
Ayrica langerhans hucrelerine de rastlanabilir. Keratinositler, yalnizca bu tabakada
mitoz bolinmeye ugrayarak, yeni hicreler olusturma yetenegine sahiptir. Olusan
bu hicreler, derinin her bir tabakasina gé¢ esnasinda farklilagma gdsterir. Yine bu
tabakada yer alan melanositler, deri renginden sorumlu melanin pigmentinin
sentezinde; merkel hucreleri (oval reseptdr hicreleri) ise ndroendokrin ve duyusal

fonksiyonlarda gorev alirlar [1, 14].

2.1.1.2. Dermis
Epidermis ile hipodermis arasinda bulunan, deriye saglamlik ve elastikiyet
kazandiran tabakadir. Ayni zamanda derinin besin ihtiyacinin karsilanmasi ve

atiklarin uzaklastiriimasinda da gorevlidir. Farkl tipte hicreler iceren bu tabakada,



kan ve lenf damarlari, duyu ve motor sinirleri ile yag bezleri, ter bezleri, kil
foliklleri vb. pek c¢ok deri eki bulunur. Dermis embriyolojik agidan mezoderm
kokenli olup, papiler ve retikuler dermis olmak uzere iki alt katmandan olugur [11-
15].

Papiler
dermis

)
Kutandz
pleksus

Sekil 2.3. Dermis ve tabakalari

Gevsek bag dokudan olusan papiler dermis, ¢ok sayida kapiller uzanti ve deri
yuzeyine dik olan elastik fibriller icerir [12]. Fibroblast ve makrofaj gibi bag doku
hiucreleri agisindan zengindir. Ayni zamanda epidermisi dermise baglayan kollajen
yapih fibriller de bu tabakada yer alir. Papiller tabaka, dermal papilla adi verilen
parmak benzeri uzantilarla epidermise uzanir [12]. Cok sayida sinir lifleri ve kan
damari iceren dermal papilla ise epidermisin beslenmesinde onemli bir rol oynar.
Ayrica acl, sicakhk, dokunma vb. duyularin algilanmasinda da onemli gorevler
ustlenir [1, 12]. Papiler tabakanin altinda yer alan retikiler dermis, dizensiz fakat
yogun bag dokudan olusur [1, 12]. Papiler tabakanin aksine; bu tabakada yer alan
kollajen demetleri ile elastik fibriller daha kalindir ve genellikle deri ylzeyine
paralel olarak uzanir. Bu fibriller, deriye dayaniklilik ve elastikiyet kazandirir. Deri
hicrelerine destek olan kan damarlari ile basing, agri, aci vb. hisleri algilayan sinir
uclari bakimindan da oldukga zengin bir tabakadir. Ayrica kil folikulleri, ter bezleri
ve yag bezleri bu tabakada yer alir [1, 11, 12, 13].

Dermiste bulunan htcreler U¢ grupta ele alinir. Bunlar; fibroblast, histiosit ve mast

hicrelerini iceren retikulohistiyositik, polimorfontkleer I6kositler ve eozinofiller
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iceren myeloid ile lenfosit igceren lenfoid gruplaridir [12]. Fibroblastlar, bag dokunun
en yaygin hucre tipidir. Ekstraseluler matriksin (ECM) yapisinda bulunan temel
madde (ground substance) ile derinin kuru agirliginin yaklasik %70’ini olusturan
kollajen ve elastin sentezinden sorumlu olan bu hucreler yara iyilesmesinde kritik
rol oynar. Fibroblastlar tarafindan salgilanan ground substance, jelatindz bir
madde olup; hyaluronik asit, kondroitin sulfat, heparan sulfat, dermatan sulfat ve
diger mukopolisakkaritlerden meydana gelir. Cok ylksek su tutma kapasitesine
sahip olan bu yapi igerisinde, kollajen, elastik, retikiler fibriller ile dermisin diger
hicresel elemanlari dagiimis halde bulunur [1, 11, 12]. Dermiste bulunan diger bir
hicre tipi, makrofaj sinifina dahil olan ve fagositik aktivite gosteren histiyositlerdir
[12]. Bu hicreler, zamanla epiteloid hlicrelerine donisme egilimi gdsterir. Yine bu
tabakada bulunan mast hicreleri, 6zellikle heparin ve histamin agisindan zengin
bazofilik grandller icerir. Ayni zamanda bu hUcreler, bagisiklik sisteminin
dizenlenmesinde, organizmanin patojenlere karsi savunmasinda ve vyara

iyilesmesinde rol oynayan pek ¢ok sitokinin de kaynagi olarak bilinir [1,12].

2.1.1.3. Hipodermis

Hipodermis, adipoz doku (yag doku) ile bag dokusundan meydana gelen derinin
en i¢ tabakasidir. Hipodermisin kalinhdi vicutta bulundugu boélgeye gore farkhlik
gOsterir. Bu tabaka temel kan damarlari, lenf damarlari ve sinirler igerir [12]. Enerji
rezervinde, iskelet sistemine kargi meydana gelen soklarin absorbe edilmesinde
ve derinin derialtl dokular Uzerinde kolaylikla hareket etmesinde rol oynar [1, 15].
Isi yalitimi sayesinde organizmayi korur. Zamanla adiposit lobulleri arasindaki
baglantilarin zamanla yok olmasiyla, vicutta sarkmalar olusur ve cilt yogunlugu
kaybolur [12, 15].

2.1.2. Deri Fizyolojisi

Deri, organizmanin canliligini sturdirebilmesi igin pek ¢ok hayati fonksiyona sahip
(ya da bu fonksiyonlarin yerine getiriimesine yardimci) vicuttaki en 6nemli
organlardan biridir. Ancak cesitli faktorlerin etkisiyle deri butunligunin bozulmasi,
bu fonksiyonlarin yerine getiriimesini blyluk oranda (gegici ya da kalici olarak)
etkiler. Derinin viacuttaki butun islevleri henuz tam olarak aydinlatlamamakla

beraber, bu iglevler 6 grupta toplanabilir [1, 12]:

a) Koruma: Vicuttaki su, elektrolit, protein ve diger maddelerin kaybini onler.

Mikroorganizmalar ve kimyasal maddeler basta olmak Uzere vicuda yabanci olan
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pek cok maddeye ve cevresel etmenlere (is1, 1sik vb.) karsi fiziksel bariyer gorevi
ustlenerek, vicudu enfeksiyonlara karsi korur. Ayni zamanda deri alti dokusu ile
organizmanin diger yapilarinin mekanik yaralanmalara kargi korunmasinda gorevli
alir [1].

b) Duyusal Algi: Dokunma duyusu organi olan deri, icerdigi sinir uglari yardimiyla
agri, acl, basing, sicak, soguk vb. algillama sistemiyle vicudu potansiyel
tehlikelere karsi uyarir [1, 12].

c) Termoregiilasyon: igsel viicut sicakhgini cevresel kosullara gére diizenler.
Vucut sicakhgini; dermiste bulunan sinirler, kan damarlari ve erkin bezleri
yardimiyla ayarlar. Organizma soguga maruz kaldiginda kan damarlarini
daraltarak 1silyi muhafaza ederken, sicaklik artisinda derideki kuguk arterleri
genisleterek terleme yardimiyla vicut i1sisini ayarlar [1, 12].

d) Bosaltim: Elektrolit ve hidrasyon dengelerini ayarlarak, iz miktarlarda da olsa
fazla suyun ve diger vucut atiklarinin vicut digina atilmasini saglar. Ayni zamanda
dehidrasyonu Onleyerek asir su kaybina engel olur. Termoregulasyonun
surdurulebilmesine de katki saglar [1, 12].

e) Metabolizma: Kemik ve diglerin mineralizasyonunda ve vitamin D sentezinde
gorev alir [1, 12].

f) Absorpsiyon: Bazi ilaglarin ve kimyasallarin dogrudan veya dolayl olarak kan

dolasimina absorbsiyonuna olanak saglar [1, 12].

2.2. Yara

2.2.1. Yara Terminolojisi

Yara; mekanik, termal, elektriksel, kimyasal, biyolojik, tibbi ve fizyolojik
rahatsizliklar sonucu deri ve doku butinliginin kaybolmasidir [8, 9]. Diger bir
ifadeyle, farkli 6zellik gosteren ve farkli derecelere sahip i¢ ve/veya dis kuvvetlerin
etkisiyle deri butunligunde meydana gelen bozulma olarak da tanimlanabilir [1].
Uygulanan bu kuvvetlerin meydana getirdigi enerjinin miktari, vucutta olugan
hasarin turind ve derecesini belirlemektedir [1]. Hasarin tard ve kapsami ile
sirkllasyon, beslenme, hidratasyon vb. i¢gsel faktorler, hastalarda yaranin iyilesme
derecesine etki etmektedir. Yaralar boyut, sekil, renk, tedavi yontemi, olusum
mekanizmasi vb. pek ¢ok agidan farklihk gosterir [1, 16, 17].



2.2.2. Yara Cesitleri

Yaralar; deri butlinligune, fizyolojik durumlarina ve olusum mekanizmalarina goére
siniflandinlir [3, 18, 19]. Deri butinligine gore yaralar, agik ve kapali olarak iki
gruba aynlir. Acik yaralarda deri butinligunun bozulmasi sonucu ust deri
tabakasinda doku kaybi meydana gelir [18, 19]. Kapali yaralarda ise hasar deri alti
dokularda olusur [18]. Yaniklar, kesik ve ezik yaralari, batici yaralar, 1sirik ve
sokmalar acgik yaralara; kontlzyon, siyrik, hematom ve burkulmalar ise kapali
yaralara ornek verilebilir [19, 20, 21]. Fizyolojik durumlarina gére yaralar; yaranin
yasina, derinligine, rengine ve kirlilik durumlarina gore 4 grupta kategorize edilir [1,
18]. Yaralar, yasina (olus zamani) gore akut ve kronik olmak Uzere iki alt grupta
incelenmektedir [1]. Akut yaralar, bir travma veya cerrahi igslem sonrasi meydana
gelen ve genelde herhangi bir komplikasyonla karsilagiimaksizin normal sure¢
icerisinde iyilesen yaralardir. Kronik yaralar ise, belli bir zaman dilimi icerisinde

iyilesmeyen ve genellikle tekrar eden yaralardir [22, 23].

Cizelge 2.1. Yara yasina gore yaralar [1].

Akut Yaralar Kronik Yaralar
Aniden meydana gelir. Aniden meydana gelmez.
Yara, yeni ya da nispeten yenidir. Zaman igerisinde tekrarlanir.

Normal iyilesme siireci s6z konusudur. | lyilesme yavaslamis ya da durmustur.
Tipik olarak primer iyilesme gozlenir. Sekonder iyilesme gozlenir.

Ornek: Cerrahi ve travmatik yaralar Ornek: Vaskiler ve diyabetik Ulserler

Yaralar, sembolik renk kodlari altinda bes grupta toplanir. Genellikle nekrotik
yaralar siyah, kabuklu yaralar sari, granile yaralar kirmizi, epitellesen yaralar
pembe ve iltihaph yaralar yesil renkle ifade edilir [3]. Kirlilik durumlari géz énune
alindiginda yaralar; temiz, temiz-kontamine, kontamine ve kirli yaralar olmak
uzere 4 grupta incelenir [19]. Olugsum mekanizmalarina gore yaralar; mekanik
travma ile olusanlar, fiziksel travma ile olusanlar, kimyasal madde ile olusanlar ve

biyolojik kékenli yaralar dort farkli gruba ayrilir [20].
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Cizelge 2.2. Olusum mekanizmalarina gore yaralar [20, 21].

e Kunt travmatik yaralar

Abrazyon/Siyrik, Bere/Kontiizyon,
Lazerasyon/Yirtik, Kemik kiriklari

Mekanik Travma ile Olusan Yaralar * Kesici alet yaralarl
o Kesici-delici alet yaralari
o Kesici-ezici alet yaralari
e Delici alet yaralari

e Atesli silah yaralar

e Termal kaynakh yaralar
.. . Isin k Kl I

Fiziksel Travma ile Olusan Yaralar * lsinkaynaxdiyaralar
e Elektrik akimi ile olusan yaralar

e Barotravma yaralari

e Asit ve baz yaralari

Kimyasal Travma ile Olusan Yaralar * Diger kimyasal madde kaynakl

yaralar

e Yilan, krep, boécek vb. sokmalari

Biyolojik Kokenli Yaralar e Hayvan isiriklari

2.3. Yanik

Yanik; 1si1, 1sik, kimyasal maddeler, radyasyon etkisi vb. faktorler ile vicut
dokularinda olusan hasarlar olarak tanimlanir [15]. Yaniklar derinliklerine,
kapladiklari alanin genigligine ve yaniga neden etmenlere goére farkl sekillerde
siniflandirilir. Ancak ginumuzde en yaygin olarak kullanilan siniflandirma, yanigin
deri katmanlarindaki hasar dikkate alinarak yapilan derinlik siniflandirmadir.
Derinliklerine gore yaniklar; birinci, ikinci, ugincu ve dorduncu derece yaniklar

olarak 4 ayr grupta incelenir [15].

2.3.1. Birinci derece yaniklar

Hiperemi seklinde kendini gosteren bu yanik tirunde hasar, hafif ve ylzeyseldir.
Mevcut hasarin epidermisle sinirli oldugu bu yanik tlrinde, derinin bariyer
fonksiyonlarini yerine getirmede bir miktar kayip vardir. Ancak bu yaniklar, 5-10

gun icerisinde epidermisin yeniden olugsumuyla genellikle kendiliginden iyilegir ve
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yara izi birakmaz. Tedavi yontemi olarak soguk uygulama, topikal koruyucu, ilag

kullanimi vb. s6z konusu olabilir [24].

2.3.2. ikinci derece yaniklar

Ikinci derece yaniklarda, hasar derinin en (st tabakasi olan epidermis ile dermisin
bir kisminda gorulur. Bu hasar, bazen dermisin yalnizca yuzeysel kismiyla
sinirhyken, bazen de retikller dermise kadar inebilir. Bu yaniklarda belirtiler farkh
olmakla birlikte; genellikle yanik bolgesinde kizariklik, kabarcik olusumu ve renk
degisimi kirmizi, zaman zaman beyaz renk) gozlenir. Ayni zamanda siglikler ve
agri da gorular. Alt katmanlar genellikle bu hasardan etkilenmez. Bu yaniklarda
iyilesmeler, kil folikGlli ve ter bezlerindeki keratinositlerin re-epitelizasyonu ile
gerceklesir. iyilesme siireci genellikle 10-35 giin arasinda degisiklik géstermekle

birlikte, cerrahi mudahale gerektirebilir [24].

2.3.3. Uglincii derece yaniklar

Derinin tim tabakalarinin canlhihidini yitirdigi yaniklardir. Yanik bdlgesinde renk
degisimi gozlenmekle birlikte, agri mevcut degildir. Deri oldukga serttir ve
elastikiyetini yitirmigtir. Bu yaniklarda stratum germinativum, kil folikili ve ter
bezlerindeki keratinositler canlihdini kaybettiginden re-epitelizasyon genellikle
mumkun olmaz. Yara izi olusumu kacginilmazdir ve cerrahi mudahale gerektirir
[25].

2.3.4. Dordiincu derece yaniklar

Derinin tim tabakalari ile fasya, kas ve kemik gibi deri alti dokularini da kapsayan
ve hayati risk tasiyan yaniklardir. Karakteristik olarak deride renk degisimiyle
(genellikle kahverengi ya da siyah) birlikte kuruluk, sertlesme ve his kaybi goralur.
Tedavi yontemi olarak Oncelikle canliigini yitirmig tUm dokular debride edilir.
Ardindan doku rekonstruksiyonu gerceklestirilir [25].

2.4. Yara lyilegsmesi

2.4.1. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktérler

Yara iyilesme slreci dinamik ve kompleks bir proses olup, her yara igin farklilik
gOsterir. Bazen bu sureg gesitli faktorlerin etkisiyle uzayabilir ve yaralarin tedavisi
gecikebilir [26]. Bazi durumlarda ise; yara iyilesmesi hi¢ gézlenmeyebilir. Yara
iyilesmesine etki eden bu faktorler, ana hatlaryla sistemik ve lokal faktorler olmak
uzere ikiye ayrilir [19, 27]. Cizelge 2.3’te yara iyilesmesini etkileyen faktorler

ayrintili olarak verilmigtir.
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Cizelge 2.3. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler [19, 27].

Yara lyilesmesini Etkileyen

Sistemik Faktorler

Yara lyilesmesini Etkileyen

Lokal Faktorler

e Metabolik Faktorler

Vitamin, mineral, enzim vb. yetersizligi ya

da fazlahgi

e Yetersiz Kanlanma

Yetersiz kan akimi sonrasi enfeksiyon ya

da nekroz

e Beslenme

Yetersiz, dengesiz ya da asiri beslenme

e Hasarli Doku Tuaru

Doku tlrine bagl olarak erken ve geg

iyilesme

e llaglar

Kortizon,kemoterapotik, antimetabolit vb.

ilaglar

¢ Travma

Yara Uzerinde meydana gelen travma

sonucu geg iyilesme

e Enfeksiyon

e Cevresel Faktorler

Bakteriyel, viral enfeksiyonlar, parazitler, Ist  artisi-azalmasi, radyasyon vb.
mantarlar vb. etmenler

e Hormonal Denge ¢ Yabanci Cisim

Kortizon, insilin vb. salgilar Gereksiz dikisler, c¢elik, cam, kemik

pargalari vb.

e Kronik Hastaliklar

Diyabet,

hastaliklar

karaciger yetmezligi  vb.

e Asiri Granulasyon Dokusu Olugsumu

Artan granllasyon dokusuyla birlikte

yeniden epitelizasyonun engellenmesi

e Yas, Cins, Irk, Vicut Tipi

o Keloid Olusumu

Yasin ilerlemesiyle birlikte yara Asirt kollagen birikmesi sonucu olusan
iyilesmesinde gecikme timoral yaralar

e Diger Faktorler e Diger Faktorler

Uygunsuz vyara oOrtuleri ve sargilar, Uygun olmayan cerrahi teknikler, vaskuler

dolasim bozukluklari vb.

bozukluklar, doku iskemisi vb.
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2.4.2. Yara lyilesme Tiirleri
Yaralar, genel olarak primer iyilesme, sekonder iyilesme ve tersiyer iyilesme ile ¢

sekilde iyilesebilir veya kapanabilir.

2.4.2.1. Primer lyilesme

Primer iyilesme (birincil iyilesme); birinci derece glnes yaniklari, cerrahi yaralar,
yuzeysel travmatik yaralar gibi genellikle doku kaybina rastlanmayan yaralarda
gorulen hizli kapanmadir. Bu iyilesmelerde granulasyon dokusu (yara formasyonu)
olusumu minimal diuzeyde olup, genellikle enfeksiyonlara rastlanmaz. Bu iyilesme
turinde oncelikle, birbirine uzak olmayan yara kenarlarinda ve yara ylzeyinde
pihtilasan kanla birlikte bir kabuk olusumu goézlenir. Polimorflar ve makrofajlarin
yardimiyla 6lU doku ve diger yapilar ortamdan uzaklastirilirken, ilk iki gin boyunca
kabugun altinda yogun olarak epitelizasyon gerceklesir. Genellikle 3.-5.glUnler
arasinda kapiller tomurcuklanma ve fibroblastlar goérulir. Birinci haftanin sonunda
fibroblastlarin sentezledidi kollajen yardimiyla yara kenarlari birbirine tutunmaya
baslar. Enfeksiyon riskinin az olmasi ve doku kaybinin olmamasi sayesinde bu

yaralar genellikle birka¢ hafta igerisinde iyilesir [1, 3, 27, 28].

Primer Yara lyilesmesi

Fibrin
Dermis Epidermis

Pihti yardimiyla Epidermisin bazal Fibrin lizi ve Deri

yara kenarlarinin membraninin re-epitelizasyon biitiinlGgiiniin

birlestirilmesi yeniden gelisimi saglanmasi igin
restorasyon

Sekil 2.4. Primer yara iyilesmesi

2.4.2.2. Sekonder iyilesme

iItihabi Ulserasyon, infarktlis, yanik, apse olusumu, derin cerrahi yaralar ile
travmatik yaralanmalar ¢ok sayida hlcre ve doku kaybina neden olur. Cesitli
nedenlerle olusan bu yaralarin iyilesmesi, enfeksiyon ve komplikasyonlara agik
olmalarinin da etkisiyle primer iyilesmeye gore daha komplike ve daha uzun sureli

bir onarim gerektirir. Onarimi saglamak i¢in parankima hucrelerinin rejenerasyonu
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yeterli olmadigindan; yara, yara kenarlarindan baslayarak ilerleyen granulasyon

dokusu ile doldurulur. Bu tip iyilesmeler sekonder iyilesme adini alir [1, 3, 27, 28].

Sekonder Yara iyilesmesi

Fibrin
Dermis Epidermis

Granulasyon

dokusu
Pihtiyla doldurulan Yeni kan damarlari Fibroblastlar
daha genis yara ve fibroblastlarin tarafindan
bolgesi gelisimi gerceklestirilen

kollajen sentezi

Sekil 2.5. Sekonder yara iyilegsmesi

2.4.2.3. Tersiyer lyilesme

Fibrdz skar

Kollajen
maturasyonu ile
deri biittinlGgtniin
saglanmasi ve
epidermisin
yeniden gelisimi

Genellikle cerrahi iglem sonrasi olugsan o6dem, enfeksiyon gibi durumlarin

giderilebilmesi igin yara bir sureligine acgik olarak birakilir. Sekonder iyilesmeye

birakilan yara icin yukarida ifade edilen riskler ortadan kalktigi zaman yara ya

suture edilerek ya da gesitli yara kapama yontemleriyle kapatilir. Bu tur iyilesmeler

tersiyer iyilesme veya gecikmis primer iyilesme adini almaktadir [1, 3, 27, 28].

DUZENSIZ YARA BOSLUGU GRANULASYON

Yara kenarlari kolayca Yara bolgesi
bir araya getirilemez granilasyon dokusuyla
dolar.

Sekil 2.6. Tersiyer yara iyilesmesi
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baslayarak yara izi olusumu
ve re-epitelizasyon
gerceklesir.



2.4.3. Yara lyilesme Fazlari

Organizmanin dogal tepkisi, vicutta olusan yaralari mimkin olan en kisa slrede
kapatmak ve yapi butunligunun devamhligini saglamaktir. Bu slre¢ yara
iyilesmesi olarak adlandirilir. Deriyi veya mukozayi olusturan yapilarin batinlagu
cesitli etmenlerle (fiziksel, kimyasal, mekanik travmalar vb.) bozuldugunda, diger
bir ifadeyle yaranin olustugu an itibariyle, organizma yara iyilesme surecini
baglatir. Yara iyilesme sureci, birbirine izleyen ve kismen birbiri igerisine girmis
fazlardan olusan dinamik ve kompleks bir prosestir. Bu fazlar, homeostasi,
inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon olmak 4 farkli grupta incelenir. Ancak
zaman zaman homeostasinin, enflamasyon evresine dahil edildigi de goralur.
Yarayl olusturan etmenler ile yaranin o6zellikleri (yaranin tirl, etiyolojisi,
lokalizasyonu, doku kaybi miktari, kontaminasyon durumu vb.) yara iyilesme
surecine etki eder [1, 3, 27, 28, 29].

2.4.3.1. Homeostasi

Yaralanmanin gergeklestigi ilk birkag dakika igerisinde baslayan homeostasi
fazinin amaci kanamanin durdurulmasidir. Bu amagla trombositlerin agregasyonu
ile sitokinler, kemokinler ve bazi hormonlarin salimi bu fazda gerceklesir.
Yaralanmadan sonra kan damarlarinin butunligu bozularak bodlgesel kanama
meydana gelir. Yarali dokudaki bu kan kaybi, trombosit agregasyonunun
aktivasyonu sonucu trombositlerden epinefrin, norepinefrin,  serotonin,
prostaglandin, trombosit kaynakli blylime faktoru, trombosit aktivasyon faktora vb.
cesitli vazoaktif aracilarin salinimi igin pihtilasma mekanizmasi harekete gegirilir.
Fibrinojenin fibrin haline gegmesiyle yara Gzerinde pihti olusturulur, yara kenarlari

birbirine yaklastirihr ve kuruma sonrasi yaranin dis ortamla iligkisi kesilir [30, 31].

2.4.3.2. inflamasyon

Yara iyilesmesinin bir diger basamagi olan inflamasyon evresi (aleviendirme),
homeostasinin saglanmasi ile baslar. Homeostasi evresini; immun sistem
komponentlerinin gdgl, mekanik, bakteriyel ve kimyasal etkilere karsi vaskuler ve
hicresel yanit takip eder. Lezyon alanina ilk olarak I6kosit ve notrofillerin, ardindan
lenfosit ve makrofajlarin gocuyle proteazlar, vazoaktif peptidler, buyume ve
kemotaktik faktorler salinir. Vaskuller giriskenligin artmasiyla ylksek molekl
agirhigina sahip fibrinojen, albumin vb. maddeler hicre digi bosluga yayilir. Yara

bolgesinde is1 artisi ve 6dem gozlenir. Notrofil ve makrofajlar yardimiyla nekrotik
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doku ve bakteriler ortamdan uzaklastirihr. inflamasyon evresi, homeostasi ile
birlikte yaklasik 72 saat icerisinde sonlanir [1, 29, 30, 31].

2.4.3.3. Proliferasyon

Inflamasyon evresinin sonuna dogru baslayan proliferasyon (tomurcuklanma veya
tanelenme), ortalama 15-21 gunluk bir sureyi kapsar. Fibroblast proliferasyonu ve
anjiyogenez olmak uUzere iki periyottan olusur. Bu evrenin temel hucrelerini,
fibroblastlar ve endotel hucreleri olusturur. Bu hicrelerin disinda I6kositler,
histositler, fibrositler, plazma hucreleri, mast hucreleri, anjiyoblastlar,

miyofibroblastlar da bu evrede gesitli gorevler Ustlenirler [1, 29, 30, 31].

N\

HUCRE PROLIFERASYONU

. ECM SENTEZI YENIiDEN SEKiLLENDIRME
i':ﬁ::ﬁi;:ﬂ” RANUILASYON DOKUSU YARA KAPATMA
ANJIYOGENEZ KONRAKSIYON

HUCRE MIGRASYONU

L

RE-EPITELIZASYON

0. Giin 3. Giin 7. Giin 10. Giin 14. Giin
HIICRE -TROMBOSIT -KERATINOSIT -MYOFiBROBLAST
TiPi *NOTROFIL *ENDOTELYAL HUCRELER *MAKROFAJ
*LENFOSIT *FIBROBLAST
“MAKROFAI “MAKROFAJ
*EPC (ENDOTELYAL *EPC (ENDOTELYAL PROGENITOR
PROGENITOR HU CRELER) HUCRELER)

Sekil 2.7. Yara iyilesme fazlar

Fibroblastlar, makrofajlar tarafindan salgilanan TGF-b ile yara alanina gé¢ ederek,
granulasyon dokusu ve kollajen liflerini Gretir. Grantlasyon dokusu yara yatagini
doldururken; kollajen lifler yara kenarlarini yapistirma goérevini Ustlenerek, yaraya
dayaniklihk kazandirir. Ayrica yine bu dénemde endotel hiicrelerinden yeni kan

damarlari olusur (anjiyogenez) [1, 29, 30, 31].
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2.4.3.4. Maturasyon

Yara iyilesme periyodunun en son basamagi olan maturasyon (onarim),
yaralanmadan sonraki ikinci ile Gguncu hafta arasinda baslar ve ortalama bir yil
devam eder. Bu onarim evresinde, mitotik aktivitenin dusmesi ile yara alanindaki
hidcre yogunlugunun ve vaskularizasyonun azaldidi, anjiyogenez ile fibroblasinin
sonlandigi gdézlenir. Yaralanmanin ilk haftasinda yogun bir sekilde sentezlenen
kollajen, bu evrede yerini stabil 6rgu seklindeki kollajene birakir. Yara izi olusmaya
baglar. Maturasyon evresinde kollajen sentezi devam etmekle birlikte, yikimi da
gerceklestigi igin, net kollajen miktarinda degisiklik gdézlenmez. Kollajen liflerin
dizilimine bagli olarak yaranin diren¢ kuvveti artarak, doku yaralanmadan onceki

fonksiyonlarini buylk oranda yerine getirmeye baslar [1, 29, 30, 31].

2.5. Yara-Yanik Ortiileri

Yara-yanik ortuleri; cesitli medikal ve cerrahi uygulamalarda kullanilan, yarali
bdlgenin mikrop ve enfeksiyonlardan korunmasini saglayan, yara iyilesme
surecine yardimci olan ve vucut igerisine implante edilmeyen tekstil Uranleridir [3].
Bu ortulerin temel amaci, yaranin hizli bir sekilde iyilesmesi igin optimum kosullari
ve mumkun olan en iyi estetik onarimi saglamaktadir [29]. Bu amagla gegmiste bal
hamurlari, bitkisel lifler ve hayvansal yaglarla baslayan yara iyilestirme (yara
kapatilmasi ve tedavisi) ¢alismalarina ginimuzde yeni jenerasyon yara-yanik

Ortlleriyle devam edilmektedir [32].

Antik Misir'da tip alaninda yasanan gelismelerle birlikte, doneme ait papiruslerde
bir dizi hastaliklar ile bu hastaliklarin semptomlari, teshisi ve tedavisine yonelik
uygulamalara rastlanmaktadir. Antik Misir uzmanlari Edward Smith’in ve Ebers’in
isimleriyle anilan bu papiruslerde, yara tedavisinin bilinen ilk uygulamalarina da
yer verilmistir [33]. Septik yara ve yaniklarda hint yagi kullanilirken, sigliklerin yok
edilmesinde amonyak eriginden vyararlaniimigtir [29]. 1880 vyilinda Joseph
Sampson Gamgee tarafindan gelistirilen, emici gazli bezin iki tabakasi arasina
pamugun yerlestiriimesiyle elde edilen Gamgee dokusu cerrahi uygulamalarda
orti malzemesi olarak kullaniimaya baslanmigtir [34]. 1903 yilinda Lumiére
kardegler tarafindan ‘Tulle Gras’(yagh tul bez) adi verilen parafin, balsam ve
zeytinyadi iceren bandajin gelistiriimesiyle de, yanik ve Ulser sonucu olugsan deri
yaralari tedavi edilmeye calisiimistir [35]. Zaman igerisinde teknolojik gelismelere

paralel olarak gelistirilen pek ¢ok konvansiyonel yara ortllerinin yara iyilesmesi ve
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tedavisinde 6nemli roller Ustlendigi bilinmektedir. Ancak bu ortiler efektif bir yara
iyilesmesinin saglanabilmesi icin zaman zaman yetersiz kalmaktadir. Bu durum
yeni nesil tasarim ve Uretim yontemleriyle hazirlanan yara-yanik ortulerini

gundeme getirmigtir.

Gunumuzde iyi bir yara-yanik ortisunun tagsimasi gereken birtakim 6zellikler vardir

[3]. Bu Ozellikler asagida maddeler halinde verilmigtir [3, 32]:

a) Biyouyumluluk ve biyobozunurluk

Vicutta uygun proseslerle metabolize olmali ve yara Uzerinde istenmeyen
tepkilere yol agmamalidir. Toksik veya alerjik olmamalidir. Yara iyilesmesi
suresince yapisi bozulmamali ve kimyasal olarak inert olmalidir. Doku hucrelerinin
baglanip, cogalabilmesini ve ECM’nin olusabilmesini sagdlayan yapisal 6zellikler
gOstermelidir. Ayrica, uygun pargalanma hizina ve ev sahibi dokunun 6zellikleri ile

uyumlu mekanik 6zelliklere sahip olmalidir.

b) Mikrobiyal kontrol ve Fiziksel Bariyer

Ozellikle iltihapli yaralarda mikroplar, bakteriler, uygun tekniklerle kontrol altina
alinmalidir. Yara ortusu, dis ortamdan gelen her tuarlad mikrobiyal ve bakteriyel
enfeksiyonlara karsi bariyer gorevini Ustlenmeli ve su buhari gecirgenligine (sivi
birikmesini 6nlemek ve yarali boélgenin nefes almasini saglamak igin) olanak

saglamahdir.

c) Sivi kontroli
Yara ortusu, bakteriyel penetrasyon riskini azaltmak ve bandajdan sivi sizmasini
Oonlemek icin (ylksek sivi emme kapasitesi ile) eksudanin absorpsiyonunu ve

epitelyum tabakasinin yeniden formasyonu igin gerekli nemli ortami saglamalidir.

e) Olii dokularin temizlenmesi (Debridman)
Uygun nem, sicaklik, pH ve diger kosullari saglayarak yaradaki yabanci
maddelerin, hasarli ve 06lu0 dokularin tamamen uzaklastirimasina katkida

bulunmalidir. Mevcut safsizliklar yapidan tamamen uzaklastirilmalidir.

f) Kanama etkisi
Kan kaybinin fazla oldugu bazi cerrahi ve travmatik yaralarda, kan pihtilagsmasini

kolaylastirarak kanamanin kisa surede durdurulmasina yardimci olmalidir.
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g) Dusuk yapiskanhk
Yara ortusu materyali, yara yuzeyine yapigsma ve c¢lkarilma esnasinda doku

tahribatina yol agmamalidir.

h) Koku giderilmesi
Yara olusumundan tedaviye kadar uzanan surecte, yarali bolgede olusan kokular

kontrol altina alinmalidir.

i) Is1 Yalitimi
Isi kaybini onlemelidir.

j) Maliyet ve Kolay Ulasilabilirlik
Yara ortusu olarak kullanilacak malzeme, ekonomik ve temini kolay olmalidir.

k) Pansuman-Zaman

En az sayida ortl degisimine olanak verecek sekilde tasarlanmalidir.

) Stabilite
Hastanin gunluk aktiviteleri sirasinda stabil kalmalidir.

m) Elastikiyet
Kuru halde bile hemostatik ve elastik 06zelligini koruyabilmeli, uzun sure

saklanabilmelidir.

[) Yara izinin giderilmesi
Yara-yanik oOrtuleri, yara izi olusumunu azaltacak ya da tamamen giderilecek

sekilde tasarlanmalidir.

n) Gaz gegirgenligi
Yara-yanik oOrtuleri, 6zellikle H,O, O, ve CO, gazlarini gegirgen 0zellige sahip

olmalidir.

Yara-yanik ortulerinde gegmisten gunumuize kadar dogal insan derisi de dahil
olmak Uzere pek ¢cok malzeme kullaniimistir [29]. Ancak tam anlamiyla istenilen bir
yara iyillesmesi ¢cogu kez saglanamamigtir. Bu durum genellikle kullanilan
malzemenin yara iyilesmesinde arzu edilen 6zelliklerden yoksun olmasi ile yara
tipinin ve tedavisinin dikkate alinmamasindan ileri gelmektedir. Dolayisiyla yara-
yanik ortllerinde kullanilacak malzeme segimine (malzemenin fiziksel, kimyasal ve
mekanik 6zellikleri) ve tasarimina 6zen gosterilmelidir. Son yillarda gesitli Gretim

teknikleri kullanilarak (6zellikle elektrostatik egirme yontemi) malzemelere istenilen
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Ozellikler kazandiriimakta ve boylece ¢ok fonksiyonlu yara-yanik ortileri
hazirlanmaktadir. Gunumuzde yara-yanik orti malzemesi olarak en ¢ok kullanilan
malzemeler, dogal polimerler, sentetik polimerler ve bunlarin karigimlari ile bu

polimerlere ylklenen ilag ve biyoaktif molekullerdir [3, 8, 32, 36].

Dogal Polimerler: Bircok dogal polimer biyouyumlulugu, biyobozunurlugu,
toksisite gostermemesi, elektrostatik egrilebilirligi ve ECM’ye benzerligi nedeniyle
rejeneratif tip alaninda Ozellikle vyarali dokunun onariimasinda ve deri
rejenerasyonunda onemli roller Ustlenmektedir. Yara-yanik oOrti malzemesi

uretiminde kullanilan bu dogal polimerler 5 ayri grupta incelenebilir [8].

e Polisakkaritler: Polisakkaritlerden, elektrostatik egirme yontemi ile 6zellikle
yara ve yaniklarin tedavisinde kullanilan nanofibriler yapilar elde
edilmektedir. Homoglikanlardan sellloz, kitin, kitosan, dekstran, alfa ve beta
glukan; heteroglikanlardan aljinat, agar, agaroz, karajenan, pektin, gam ve
glikozaminoglikanlar (hyaluronik asit, heparin, kondroidin sulfat vb.) yara-

yanik ortulerinin Uretiminde sik¢a kullanilan polisakkaritlerdir [8].

e Glikolipidler: Yanik basta olmak Uzere pek ¢ok deri yaralarinda efektif
Ozellik gosteren glikolipidler, fiber ya da lipozom formunda yara iyilesmesi

icin gerekli re-epitelizasyon, neovaskulariyazson vb. pek ¢ok olaya katilirlar.

e Proteoglikanlar: Bir ya da daha fazla kovalent bagh glikozaminoglikan
zincirleri iceren c¢ekirdek proteinleri olan proteoglikanlar, hayvansal
dokularda ECM’nin yapisindaki oénemli makromolekiillerdendir. Ozellikle
neoproteoglikan yapilarindan nanofiber Gretimi de dahil olmak lzere in vivo

ve in vitro doku muhendisligi uygulamalarinda yararlaniimaktadir [8].

e Proteinler ve peptitler: Dogal polimerlerin en dnemli grubunu olusturan ve
pek ¢ogu insan vicudunda da bulunan proteinler, nanofiber formunda
gosterdikleri biyouyumluluk, biyobozunurluk, fleksibilite vb. essiz 6zellikleri
sayesinde doku muhendisligi alaninda en c¢ok kullanilan grubu
olusturmaktadir. Kolajen, jelatin, fibrin, keratin, ipek fibroin, bovine serum
albumin, eggshell membrane, gastric pentadecapeptide, BPC 157 ve

bayume faktorleri bu gruba dahildir [8].

o Bakteriyel polyesterler: Azot, fosfor, oksijen vb. temel besinlerin sinirl,

karbon kaynaklarinin ise fazla oldugu seker ve(ya) yag bazl besi
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ortamlarinda  c¢esitli  mikroorganizmalar ~ (Alcaligenes  eutrophus,
Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas oleovorans vb. bakteriler ve
digerleri) ve genetigi degistiriimis bitkiler tarafindan fermantasyon ile
sentezlenirler. Bu grubun en onemli Uyesi polihidroksialkanoatlardir. Birgok
bakteriyel polyesterin gosterdigi biyouyumlu, biyobozunur, non-toksik vb.
Ozellikler sayesinde son yillarda yara-yanik orti malzemesi olarak yogun bir
sekilde kullaniimaktadir [8, 37].

Sentetik Polimerler: Yara-yanik ortllerinde 6zellikle son yillarda sentetik
polimerlerin kullanimi yayginlasmistir. Genellikle elektrostatik egdirme yontemi
kullanilarak hazirlanan yeni jenerasyon yara-yanik oOrtuleri (0zellikle nanofiberler)
yara iyilesme slrecinde blyuUk bir potansiyele sahiptir. Ginimuizde yaygin olarak
kullanilan sentetik polimerlerden bazilari poli-L-laktik asit (PLLA), poli(laktik-co-
glikolik asit) (PLGA), polietilen glikol, polivinil alkol, poli(e-kaprolakton) (PEC),
polivinil prolidon (PVP), poliiretan (PU) ve karboksimetil kitosandir (CMC) [8].

2.5.1. Geleneksel Yara-Yanik Ortiileri

Geleneksel yara-yanik ortuleri, genellikle dogal, sentetik ya da yari sentetik
materyallerden Uretilen ve yara bolgesini dis etkilerden koruyarak, yara sivisinin
absorblanmasinda goérevli olan materyallerdir. Bu ortllerin  siniflandiriimasi
yapilirken malzeme kompozisyonu, ortu teknigi, yara tipi gibi bircok parametre goz

onunde bulundurulur [29].

Geleneksel yara ortulerinin temel gorevleri yarayl kuru ve sicak tutmak, yara
bélgesini fiziksel olarak korumak ve yara eksudalarinin absorpsiyonu saglamaktir.
Gelisen teknolojilerin yardimiyla zaman igerisinde geleneksel yara-yanik orttlerinin
birtakim o6zellikleri iyilestiriimistir. Genellikle i¢ kisimlari sellloz dolgu maddesi
veya pamuk liflerinden olusurken, dis tabakalarinda poliamid ve viskin lifleri igerir.
Sargl bezleri, dokunmamis keceler, absorblayici tamponlar vb. geleneksel yara
Ortllerine poliamid temas tabakasi, polipropilen ile kapl viskon lifleri gibi
materyallerin eklenmesiyle; bu yapilara dusuk yapisma, yaradan kolaylikla

uzaklastirma vb. 6zellikler kazandirilmistir [29].

Yuksek absorpsiyon kapasitesi ve kismi hava gecirgenligi, termal yalitim vb.
avantajlarina ragmen, bu Ortllerin en buyudk sorunu, yara igin gerekli nemli
yuzeyden yoksun olmalaridir. Bu durum, yaralarin kurumalarina neden olarak

epitelizasyonu geciktirmektedir. Ayrica bakteriyel kontaminasyonlara karsi
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koruyucu Ozellik gostermediklerinden (gunumuzde Uretilen antibakteriyel 6zellikli
yara oOrtuleri hari¢) yara enfeksiyonlari i¢in uygun ortam hazirlarlar. Buna ek olarak
gazh bez vb. lifli yapilarda lif bUtinlGgdunin bozulmasiyla birlikte, bazi
mikroorganizmalar yara icerisine kolaylikla girebilmektedir [29]. Bu durum yeni

jenerasyon yara ortulerinin Uretimini ve kullanimini gindeme getirmistir.

2.5.2. Yeni Jenerasyon Yara-Yanik Ortiileri

Winter'in ‘Yara iyilesmesinde nemin iyilestirici etkisi’ isimli ¢calismasi, geleneksel
yara-yanik ortulerinden, modern yara-yanik oOrtllerine gegcmede 6nemli bir rol
oynamistir [38]. Doku muhendisligi, nanoteknoloji vb. pek ¢ok bilim dalinin ortak
calismalari sonucu Uretilen ylksek teknolojili bu yara ortilerinde siniflandirma,

genellikle igeriklerindeki materyal goz 6nunde bulunarak yapilir.

Hidrokolloid ortuler: Ginumuzde en fazla kullanilan ortulerdir. Genellikle elastik-
adezif bir maktriks igerisinde homojen olarak ¢6zinmus hidrofil polimer
taneciklerinden meydana gelir. Bu ortller, c¢ogunlukla hafif yanik, travmatik
sakatlanmalar sonucu olugan yaralarda kullanilir. Agriy1 dindirme ve dis

kontaminantlara karsi bariyer gorevi gorur [3, 29].

Aljinat ortiiler: Aljinik asitin sodyum ve potasyum tuzlarindan hazirlanan bu
ortuler, iyon degisim Ozelligine sahiptir. Yara salgisi ile temas halinde, aljinat
liflerinde bulunan iyonlar ile vicut sivisindaki iyonlar yer degistirerek, yara

yuzeyinde jel olustururlar. Kullanimi oldukg¢a kolaydir ve yapiskan degildir [3, 29].

Hidrojel ortuler: Genellikle polimerlerle ¢apraz bag yapmis jelatin, polisakkarit,
polivinil alkol ve polietilen oksit gibi materyallerden meydana gelen ve yuksek su
tutma yetenedine sahip olan ortllerdir. Sekilsiz jel, kati ince tabaka, film vb.
sekillerde hazirlanabilir. Ylksek absorpsiyon kapasitesine sahip olan bu ortller

genellikle yara ylzeyine yapismaz [3, 29].

Yari-yapiskan film ortuler: Polietilen destekli naylon menseili yapilar olarak uzun
suredir kullanilmaktadir. Ancak, su tutma kapasitelerinin dusuk olmasi, deride
maserasyona yol agmasi, sik sik degistiriime ihtiyaci bu ortilerin kullanimini
kisitlar [29].

Kopiikler: Esnek olmasinin yani sira yuksek absorpsiyon yetenegine de sahip

olan gozenekli materyallerdir. Poliuretan veya silikon bazl olabilir. Genellikle yara
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cevresinde nemli bir ortam olusturur ve sicaklik izolasyonu saglar. Eksudali veya

itihaph yaralarda siklikla kullanilir [3, 29].

Biyolojik ortliler: Dogal dokulardan (canli dokusu) kdken alinarak hazirlanan
Ortllerdir. Domuz derisi ile heterograft, amniyotik membran kullanimi,
kadavralardan alinan allograftlar da bu sinifa dahildir. Dusuk dayaniklilik-
saklanabilirlik, hastalik tasima potansiyeli, viral kontaminasyon riskleri vb.

nedenler bu ortllerin kullanim alanini kisitlar [29].

Doku mihendisligi Urinii deri greftleri: Dogal, sentetik ya da yari sentetik
polimerlerden hazirlanan ve kaybedilen dokunun yerine gecerek yara bolgesinin
kapanmasinda rol oynayan ortulerdir. Bu Urdnlerin hazirlanmasinda aseluler
ve(ya) hidcre iceren matrikslerden yararlanilir. Genellikle kronik yaralarda ve
3.derece yaniklarda kullanilir. Pahali oluslari, enfeksiyon tasinimi riski ve antijenik

Ozellik gbsterme potansiyelleri, kullanim alanlarini kisitlamaktadir [29].

Medikal ortuler: Aktif bilesenler, farmasétik ajanlar ve(ya) bunlarin salimini yapan
sistemleri iceren yara ortuleridir. Genellikle antimikrobiyal ajan, antibiyotik, biylime

faktorleri, vitamin ve mineral destekli hazirlanir [29].

Polimerik ilag tasiyici ortiiler: ilag tasiyan ve yara cevresine kontrolli ilag salimi
yapabilen polimerik yara ortuleridir. Polimerik biyomalzemelere (dogal, sentetik ya
da karma) etken madde yUklenerek hazirlanir. Son yillarda nanoteknolojik Gretim
yontemleri ile doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimak Uzere hazirlanan
ila¢ yuklu polimerik nanofiber malzemeler de bu sinifa dahil olup, yara-yanik ortu

malzemesi olarak kullaniimaktadir [29].

Yeni jenerasyon yara-yanik oOrtusu olarak kullanilan polimer bazli nanofiberler
ginimuizde spesifik yluzey alanlari, yuksek gdzenekli yapilari, kigik gézenek
boyutlari, hafif malzemeler olmal vb. &zelliklerinden dolayl yara iyilesmesi ve

tedavisinde 6nemli roller oynamaktadir.

2.6. Nanofiberler

2.6.1. Nanofiberlerin Nanoteknolojideki Yeri ve Onemi

Bilim ve teknolojiyi birlestiren bir terim olarak karsimiza ¢ikan nanoteknoloji
kavrami, malzemeler Uzerinde 100 nanometreden daha kucluk boyutlarda yapilan
isleme, kontrol, duzenleme ve diger birgok uygulamayi kapsar. Maddelerin

Ozelliklerini belirleyen atomik dizilimlerinde yapilacak degisikliklerle, bu maddelerin
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Ozelliklerini gelistirmeyi ve arzu edilen 6zeliklere sahip malzeme Uretmeyi hedefler.
Bu amagla kullanilan “Top-down” ve “Bottom-up” yaklasimlarini temel alarak
malzemeler Uzerinde yapilan ¢aligmalar, malzemelere hem yeni ve essiz ozellikler
kazandirir;, hem de bu malzemelerin bircok alanda islevselliginin ve
kullanilabilirliginin - artmasini saglar. Fizik, kimya, biyoloji, muhendislik, tip,
malzeme bilimi gibi birgok bilimin ortak ¢alismalarindan faydalanan nanoteknoloji
sayesinde gelisen nanodurunler; biyomedikal uygulamalar, kozmetik, elektronik,

tekstil, havacilik ve uzay teknoloijileri vb. birgok alanda kullanilir [39, 40, 41, 42].

Nanomalzemeler, 1-100 nm arasi boyuta sahip materyaller olup; bu malzemelerin
nano yapil 6zellikleri, makro boyuttaki 6zelliklerinden oldukga farkhdir. Nanofiber,
nanokompozit, nanotip ve nanokristalin; bu malzeme turlerindendir. Kimyasal,
fiziksel ve mekanik olarak Ustin o6zelliklere sahip olmalarindan dolayi
nanomalzemeler, birgok alanda uygulama bulurlar. Nanomalzemelerin en 6nemli
Ozelliklerinden biri olan ylksek yuzey alani/hacim oranlari; bu malzemelerin
kullanim alanlarini genisletir. Bataryalar, filtreler, sensorler, kapasitorler, termal
sprey kaplamalar, ilag tasinimi ile diger birgcok alanda nanomalzemelerden
yararlanilir. Ginumuzde bu malzemelerin sik¢a kullanildigi alanlardan biri de doku

muhendisligi ve biyomedikal uygulamalardir [2, 39, 41].

Nanolifler; nanomalzeme sinifina dahil olan ve boyutlari 100 nm’den (bazi
kaynaklara gére 1000 nm) daha kuguk fiberler olarak tanimlanir. Nanolifler, yiksek
yuzey/hacim oranlarina, yuksek poroziteye ve kuglk gdzenek boyutlarina sahip
olmalarinin yani sira diger bircok malzemeyle kiyaslandijinda daha ustun bir

mekanik performans gosterir [40, 41, 42].

2.6.2. Nanofiber Uretim Teknikleri

Nanofiberler gunumuizde elektrostatik egirme, kendiliginden dizenlenme, ¢cekme,
kalip sentezi, faz ayrimi vb. birgcok ydntem kullanilarak dretilir. Diger Uretim
yontemleri ile karsilastirildiginda elektrostatik egirme ydntemi, farkli polimer
cOzeltilerinden ya da eriyiklerinden nanodlgekli fiberlerin Uretilmesine imkan veren

basit, cok yonlu ve en ¢ok kullanilan tekniktir [41, 42].

2.6.2.1. Elektrostatik Egirme Yontemi ve Tarihgesi
Elektrostatik egirme yontemi (ES), 6zellikle son yillarda nanofiberlerin tUretiminde
sikga kullanilan bir yéntem olarak bilinmesine kargin, sanilanin aksine yeni bir

teknik degildir. Bu kavram, ilk olarak 17.yltzyilda William Gilbert tarafindan
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elektromanyetizmanin sivilar Gzerindeki etkisinin incelenmesi ile ortaya gikmigtir.
William Gilbert yaptigi ¢alismasinda, manyetik alan uyguladigi siringa ignesine
yakin mesafede bulunan bir su damlasinin bu manyetik alanin etkisiyle ¢ekilerek
koni bicimini aldigini goézlemlemistir [43, 44, 45]. 1882 yilinda Lord Rayleigh,
elektriksel ylke sahip damlalarin elektrouretim sirasinda gosterdigi duzensizlikler
uzerinde calismigtir. Bu galismaya gore, yukli damlaya etki eden iki kuvvetten,
elektrik alan kuvvetinin yuzey geriliminden kaynaklanan kuvveti yendigi anda
damla kararsiz hale gelerek ince jetlere ayrilmistir [45, 46, 47]. Elektrostatik
egirme yontemiyle nanofiber Uretimine dair ilk patent 1934 yilinda Anton Formhals
tarafindan alinmistir [44]. Cesitli sivilardan elektriksel alan yardimiyla sentetik
liflerin Uretiimesine dayali olarak geligtirilen bu sistemde, elektriksel alan
yardimiyla sellloz asetattan hazirlanmis polimer ¢dzeltisinden polimerik lifler elde
edilmistir [48]. Yine 1960l yillarda Taylor tarafindan gelistirilen teoride, elektrik
alan kuvvetlerinin etkisiyle viskoz damladan fiber olusmasinin, sivi yuzeyindeki
kararsizliktan ileri geldigi aciklanmistir [41]. Bu teori, ylksek voltajlarda olusan
yarikiresel damlanin seklinin, kritik noktaya ulastiginda bozularak jet
olusumundan 6nce koni seklini almasina dayanir. Gunumuzde elektrostatik egitme
yontemi, elektrik alan kuvvetleri araciligiyla polimerlerden nanodlgekli lifler ya da
porlu nanofiber aglar elde etmek amaciyla kullanilir [41]. Elektrostatik egirme
yontemi multidisipliner bir yontem olarak akiskanlar dinamigi, polimer kimyasi,
temel fizik, makine ve tekstil muhendisligi vb. pek c¢ok bilim dalinin ortak
¢alismalarindan yararlanir. Bu yontem ile istenilen sekle, boyuta ve gbzeneklilige
sahip nanolifler uretilebilir. Kolay ve pratik olmasinin yani sira, bu yontemin diger
onemli 6zelligi, polimerlerden elde edilen nanodlcekli fiberlerin tek basamakta
sentezinin yapilmasidir [2, 8, 46, 47].

Nanofiberlerin en fazla Uretildidi teknik olan elektrostatik egirme icin gerekli deney

dizenegi temel olarak U¢ ana kisimdan olusur [2]:
e Yuksek voltaj gu¢ kaynagi
o Kollektor (iletken plaka, doner silindir vb.)

e Besleme Unitesi (siringa, metal igne vb.)
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Sekil 2.8. Elektrostatik egirme dizenegi

Elektrostatik egirme tekniginde Oncelikle polimerin belli ve uygun bir ¢ozelti
icerisinde ¢ozinmesi saglanmalidir. Alternatif olarak polimerin 1s1 araciligiyla
eritimesi de mumkundur. Bu iglem sonrasinda hazirlanan polimer ¢ozeltisi (ya da
eriyik), siringa ya da cam bir pipete yuklenir [49]. Sirnga pompasi, polimer
¢ozeltisinin giringadan u¢ kisma aktariimasi igin surekli bir basing saglar.
Siringanin ucu ile kolektér arasindaki baglanti bir elektrotla saglanir [49]. Bu
elektrota 5 ile 50kV araliginda yuksek bir voltaj uygulanir. Siringa ucundaki
polimer damlasi, uygulanan bu potansiyel fark nedeniyle kiresel bicimden koni
sekline (Taylor konisi) donugsir ve karsi elektroda yonlenir [2]. Bu islem esnasinda
¢bzuicinlin buharlagsmasi (ya da eriyigin katilasmasi) ile kati lifler meydana
gelmeye baglar [2, 41, 49]. Bu lifler, kollektor tzerinde toplanmadan Once
elektriksel alan kuvvetleri tarafindan yuksek oranda cekilerek, incelir. Bunu takiben
liflerin kolektdr Gzerinde toplanmasiyla, 5nm ya da daha buylk boyuta sahip
nanolifler elde edilir. Kullanilan kollektdriin sabit (ylUksek porozite yuzey
alani/hacim orani) ya da hareketli (az gézenek ve dusik dayanikhlik) olmasina
gore gelisiguzel duzenlenmis ya da yonlendiriimis (dikey ya da paralel yonlu)

nanolif topluluklari olusturulur [2, 49].

Elektrostatik egirme yontemi, pozitif voltaj elektrostatik egirme (PV-ES) ve pseudo-
negatif voltaj elektrostatik egirme (NV-ES) olmak Uzere iki gruba ayrilir. Pozitif

voltaj elektrostatik egirme yontemi, pozitif yukli igne (needle) ve topraklanmig
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kollektor sistemini temel alirken, pseudo-negatif voltaj elektrostatik egirme yontemi

topraklanmis igne ve negatif yukli kolektor sistemine dayanir [49].

Elektrostatik egirme ydntemi ile Uretilen fiberlerin cogu dairesel kati lifler halinde
olmasina ragmen, zaman zaman tup, serit, halka ve boncuk yapilarina da
rastlanabilir [2, 41]. Bu durum, fiberlerin olusum ve yapisina etki eden faktorlerle
aciklanabilir. Bu faktorler, ¢ozeltiden kaynaklanan parametreler ve elektrostatik
egirme parametreleri olarak iki grupta incelenebilir. Codzelti parametrelerine
konsantrasyon, viskozite, iletkenlik ve ¢dzlclu buharlagsmasi; elektrostatik egirme
parametrelerine ise voltaj, akis hizi, siringa ignesi i¢ capi, ¢alisma mesafesi
(kolektor ile siringa ignesi arasindaki mesafe) 6rnek verilebilir [49]. Bunun disinda
¢bzlcu turl, sicakhk vb. faktorler de elektrostatik edirme sonrasi olusan fiber

capina ve morfolojisine etki eder [2, 49, 50, 51].

Cizelge 2.4. Elektrostatik edirme ve elektrostatik egirmede kullanilan c¢ozelti

parametreleri.

Elektrostatik Egirme Parametreleri

Polimer Konsantrasyonu . Fiber capi ile dogru orantihdir.

. Cozeltinin buharlasma veya

katilagsma hizina etki eder

Coziicii Turi . Cozeltinin buharlasma veya

katilasma hizina etki eder.

. Boncuk olusumunu etkiler.

Calisma Mesafesi e Fiber capi ile ters orantilidir.

e Boncuk yogunlugu ile ters

orantilidir.

Akis Hizi e Fiber capi ile dogru orantihdir.

e Yizey yik yodunlugu ile ters

orantili

Voltaj e Fiber capi ile ters orantili

e Boncuk formasyonu Uzerinde
etkilidir.
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e Ylzey yik yodunlugu ile ters

orantihidir.

e Dogru akim ve alternatif akim,

fiber uniformitesini etkiler.

Siringa ignesi ic Capi e Cozeltinin akis hizini etkiler

e Fiber capi ile ters orantilidir.

2.6.2.2. Diger Uretim Teknikleri

Gunumuzde en yaygin nanofiber Uretim teknigi, elektrostatik egirme yoéntemi
olmakla birlikte; bu yapilarin sentezinde daha birgok metot da kullanilr.
Kendiliginden dizenlenme, ¢ekme (drawing), kalip sentezi, faz ayrimi, ara yuz
polimerizasyonu, nanolitografi, eriyik fibrilasyonu (melt fibrillation) kullanilan diger
yontemlerdendir. Bunlara ilaveten solution spinning, film fibrillation, island in the
sea, segmented pie vb. yontemlerle de nanofiber Uretimi miUmkindir. Bu

tekniklerden bazilari agagida verilmistir [52].

Kendiliginden diuzenlenme: Hidrojen baglari, iyonik baglar, hidrofobik kuvvetler
vb. non-kovalent etkilesmelerde atom veya molekiillerin bir midahale olmaksizin
belli yapilar ya da desenler olusturmak Uzere kendiliginden organizasyonudur [53].
Yontem rejeneratif ve repetatif tip alaninda olduk¢a genis uygulama alani
bulmasina ragmen, zaman alicidir ve komplekstir. Ayni zamanda dusuk verimlilikle

uretim gergeklestigi icin ¢ok tercih edilen yontemler arasinda degildir.

Cekme: Yoéntem, birkag mm c¢apinda bir mikropipetin diz bir ylzey uzerinde
bulunan siviya daldiriimasi ve damlacikla temasi sonrasi, mikromanipulator
yardimiyla belirli bir hizda damlaciktan uzaklastirimasi (gekilmesi) sonucu
nanofiber Uretilmesine dayanir [53]. Bu yontemle uzun ve tek nanofiberler elde
edilebilmektedir. Ancak Uretilen nanofiberlerin ¢aplari genellikle 100 nm’den
baylktlir. Son yillarda ¢ekme isleminde mikropipetin kullaniminin yani sira,
nanolitografik yontemle AFM ve STM uglan kullanilarak da uzun nanofiberlerin

uretimi saglanmaktadir.

Kalip sentezi: Genellikle nanoodlgekli silindirik gdzeneklere sahip 5-50 mm
kalinhginda bir metal oksit membran kullanilarak, istenilen malzemeden caplari 1-

100 nm arasinda degisen nanofibriler yapilarin Uretimi miUmkidndidr [53]. Bu
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yontemde Oncelikle hazirlanan polimer ¢ozeltisi, Uzerinde bulunan suyun yarattigi
basingla membranin gézeneklerinden gecger ve katilagtirici bir sivi yardimiyla bu
yapilardan nanofiberler elde edilir. Elde edilen fiberlerin gapini membran igerisinde

bulunan gozeneklerin ¢api belirler.

Eriyik Fibrilasyonu: Yontem; bir ya da daha fazla polimerin eritiimesi ve film ya
da filamanlar gibi birkac farkli konfiglrasyona ekstride edilmesine dayanir. Eriyik
ufleme, eriyik film fibrilasyonu ve eriyik fiber acilimi (melt fiber bursting) de bu

metot igerisinde yer alir [53, 54, 55].

Faz Ayrimi: Genellikle fiziksel olarak farkh iki fazin termodinamik olarak
ayrismasina dayal bir yontemdir. Bu metotta ilk olarak polimer uygun bir ¢ézeltide
¢ozulerek, polimer ¢ozeltisi hazirlanir [53]. Jellesme sonucu ¢ozucunun yapidan
uzaklastirimasiyla goézenekli nanofibriler yapilar elde edilir. Ancak yontemin
zaman alici, karmasik olmasi ve fiber gapinin kontrolinun zorlugu nedeniyle ¢ok
tercih edilmez [53, 54]. Kullanilan polimer ve ¢bzlcu turt, ¢ézicu konsantrasyonu,
faz ayrim sicakligi, sogutma-isitma basamaklari bu ydéntemde g6z Onlnde

bulundurulmasi gereken parametrelerdendir.

2.7. Nanofiberlerin Uygulama Alanlari

2.7.1. Nanofiberlerin Doku Miihendisligindeki Uygulamalari

Doku Muhendisligi; hastalik, kaza gibi nedenlerle fonksiyonlarini yerine
getiremeyen doku ve organlarin yerine laboratuar kosullarinda hucreler ve
kolajen6z bir iskele yardimiyla islevsel bir doku (6zellikle bag doku) ve organ
Uretmeyi hedefleyen bir bilim dali olarak tanimlanmaktadir. islevselligini kaybeden
dokunun yerine belli kosullarda gelistirilen yeni dokunun yerlestiriimesi olarak da
ifade edilen bu bilim dali, temel olarak saglik bilimleri ile muhendisliginin ortak
calismalarina fizik, kimya, biyoloji vb. bilimlerin katkilari sonucu ortaya ¢ikmigtir
[56]. Doku muhendisliginin temeli, yitirilen dokuya 6zgu hucrelerle ayni islevsellige
sahip hucrelerin ve uygun bir malzemeden yapiimis doku iskelesinin birlesmesiyle
arzu edilen dokuyu olugturmasina diger bir ifadeyle doku rejenerasyonuna dayanir
[6]. Doku rejenerasyonuna verilebilecek o&rneklerden biri, kuyrugu kopan
kertenkelede yeni kuyruk olugumudur. insan viicudunda da rejenere olabilen
dokular oldugu gibi, bu durum her doku igin gecgerli olmamaktadir. Doku
muhendisliginin temel bilesenleri htcreler, doku iskeleleri, biyosinyaller ve

hicrelerin biyolojik ¢evrelerini taklit eden biyoreaktorlerdir [32].
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2.7.1.1. Doku iskeleleri Olarak Nanofiberler

Doku muhendisliginin temel bilesenlerinden biri olan doku iskeleleri, doku
rejenerasyonunda en énemli gorevi Ustlenen yapilardir [32]. Bu iskeleler, genellikle
dogal ve sentetik polimerlerden ya da bunlarin karigimlarindan hazirlanir ve
ekstraselller matriksin (ECM) hucrelere sagladigi fiziksel destek, hulcre-hucre
interaksiyonlarinin  organizasyonu, hucrelerin yapismasi, ¢ogalmasi, gogu,
farkhlasmasi, kimyasal ve fiziksel degisikliklere cevap verme vb. 6zelliklerini taklit
edebilecek sekilde tasarlanir [2]. Bdyle bir tasarim hucrelere fonksiyonel bir doku
olusturabilmeleri i¢in gerekli destegi temin eder. Ancak bu tasarim yapilirken doku
iskelesi materyalinin elde edilmesinde kullanilan malzemeler, 6zellikle de polimerin
bazi 6zellikleri tasimasi gerekir. Bu nedenle polimer, asagida belirtiien 6zelliklere

sahip olmalidir [2].

¢ Kimyasal olarak inert

e Mevcut safsizliklar yapidan uzaklastiriimis

e Biyouyumlu (implante edildikleri dokuya istenmeyen tepkilere yol agmayan)

e Biyobozunabilir (viicutta uygun proseslerle metabolize olmali)

e Uygun pargalanma hizina ve ev sahibi dokunun o&zellikleri ile uyumlu
mekanik 6zelliklere sahip

e Hucrelerin baglanip, ¢ogalabilmesini ve ECM’nin olusabilmesini saglayici

yapisal 6zellikler gosterebilir.

Doku iskeleleri, hasarli bolgeye diger dokularin girmesini onleyerek bir yandan
bosluk tutucu olarak gorev yaparken, diger yandan dokuya gegici destek gorevini
ustlenerek hucrelere kendi ekstraselller matrikslerini olusturana kadar tutunma,
blyume, gelisme, ¢odalma, go¢ ve farklilagsma icin gerekli ortami saglar [2, 57].
Organ nakline alternatif olarak ortaya ¢ikan doku muhendisligi, istenilen 6zelliklere
sahip doku iskelelerinin tasariminda nanoteknolojiden yararlanir. Nanofiber tretim
tekniklerinin igerisinde Ozellikle elektrostatik egirme yontemi ile biyopolimerler,
sentetik polimerler, aktif ajanlar, proteinler vb. kullanilarak ve islem parametreleri
degistirilerek farkl uygulamalarda kullanilmak Gzere ECM'yi kolayca taklit edebilen
nano yapili doku iskeleleri hazirlanabilir [2, 29, 32]. Codzelti konsantrasyonu,
viskozitesi, iletkenligi, yluzey gerilimi ile uygulanan voltaj, kolektor tipi, ortam
kosullari (sicaklik, nem vb.), akis hizi gibi parametreler dedistirilerek cesitli

formlarda ve yonlenmelerde nanofiber topluluklari Uretilir. Laboratuar kosullarinda
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nanofibriler yapilardan hazirlanan bu doku iskeleleri, doku rejenerasyonu igin
oldukga yuUksek bir potansiyele sahiptir. Bunun nedeni de nanofiberlerin yuksek
ylzey alani/ hacim oranlarindan, ylksek godzenekliliinden ve klglk gdzenek
boyutlarindan kaynaklanmaktadir [4, 58, 59, 60].

Elektrostatik egirme yontemi kullanilarak polimerlerden hazirlanan nanofibroz doku
iskeleleri, guinumuzde pek ¢ok arastirmacinin dikkatini ¢ekmistir. Hasarli veya
fonksiyonunu yitirmis ¢esitli dokularin (epitel doku, bag doku, yad doku, kan doku,
kikirdak doku, kemik doku, sinir doku) rejenerasyonu igin farkli 6zelliklere sahip
olarak tasarlanan bu iskeleler Uzerinde c¢alismalar 6zellikle son yillarda ivme

kazanmigtir [4, 56, 60]. Bu galismalardan bazilari asagida verilmigtir.

Sinir doku miuhendisligi: Yang ve arkadaslari sinir dokusu onariminda
kullaniimak Uzere rastgele yonlenmis ve dizenli nanofiber topluluklar seklinde
elde ettikleri PLLA nano/mikro doku iskelelerini tasarlamistir. Neonatal fare
cerebellum C17.2 kok hucrelerini kullanarak kultar ortaminda hicre uzamasi ve
farkhlasmasini incelemislerdir. Uzamanin yonli nanofiberlerde yénlenme boyunca
oldugunu ve hicre farklilasmasinin iskelenin rastgele dizenlenmesi ve
yonlenmesi ile herhangi bir fark gdstermedigini belirtmislerdir. Ancak
nanofiberlerdeki hicre farklilagsma hizinin mikrofiberlere goére daha fazla oldugunu
bildirmisglerdir [61].

Kemik doku miuhendisligi: Tuzlakoglu ve arkadaslari elektrostatik egirme
yontemi ile mikro- ve nanofiberler kombinasyonlu u¢ boyutlu (3D) iskeleleri
hazirlamiglardir. Hiacre tasiyici olarak bu tip iskelelerin, nanofiber igcermeyen
tasiyicilara gore insan osteosarcoma SaOS-2 hicre hatti ile fare kemik iligi
stromal hucrelerinde hicre tutunmasini ve organizasyonunu daha ¢ok artirdigini
belirtmiglerdir [62].

Deri Doku Muhendisligi: Patel ve arkadaslari rastgele yonlenmis, dikey ve
paralel yonli nanofiber topluluklarindan elde ettikleri iskelelerin deri fibroblast
(normal insan dermal fibrolast) kultirindeki sonuglarini degerlenmislerdir.
immiinfloresans boyama teknidi ile yara bolgesine gé¢ eden fibroblast sayisi
incelenmigtir. Dikey yonlu nanolif topluluklarindan olusan iskelelerde, fibroblast

sayisinin maksimum degere ulastigini bildirmislerdir [63].
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Kas Doku Muhendisligi: Riboldi ve arkadaslari biyobozunur DegraPol®
kullanarak elektrostatik egrilmis nanofiber iskeleler gelistirmiglerdir. Degradol®
iceren ve icermeyen lamlar Uzerinde hicre canhligi, adezyonu ve farklilagsmasi
farkh hicre hatlarinda (Murin myoblast htcre hatti (C2C12), fare myoblast hlcre
hatti ve primer insan satellit hGcreleri) kullanilarak incelenmis ve Degradol® iceren
iskelelerin mekanik 0Ozelliklerinde iyilesmeyle birlikte hicre adezyonunun,

proliferasyonunun gergeklestigi gézlenmistir [64].

Kikirdak Doku Mihendisligi: Li ve arkadaslari elektrostatik egirme yontemi ile
hazirladiklari  nanofiber iskelelerin hicre etkilesim ve proliferasyonunu
degerlendirmek amaciyla insan kemik iligi kokenli mezenkimal kok hucreleri ve
fare fibroblast hucrelerini kullanmislardir. 10. ginin sonunda nanofiber iskele
Uzerinde hicre sayisinin 5 kat arttigini, ayrica fibroblastlarin bu iskelelere
tutunarak yayildigini ve 3.gunden itibaren hicrelerin iskelenin diger tabakalarina

gOg¢ ettigini de belirtmislerdir [65].

2.7.1.2. llag Tasiyici Sistemler Olarak Nanofiberler

llag salim sistemleri, tedavi amaciyla kullanilacak ilacin kontrollii olarak viicuda
salinmasini saglayan sistemlerdir. Bu sistemler, yapilarina yuklenen ilacin
biyodadilimini ve farmakokinetigini (ilaclarin vicut icerisindeki emilme, dagiima,
biyotransformasyon, eliminasyon vb. prosesler) dizenlemek veya degistirmek
Uzere tasarlanir. Bununla birlikte bu sistemler ila¢ ile uyumlu, istenilen dozajlarda
ila¢ yuklenmesine izin veren ve tedavi sonunda vicuttan kolaylikla uzaklastirilan

Ozellikte olmalidir [2].

Konvansiyonel ilag salim sistemleri vicutta belli bir etkinlige sahip olmakla birlikte
istenmeyen yan etkileri, disuk degredasyonlari ve gegici etkinlikleri nedeniyle
zaman zaman ¢ok verimli olmayabilir [2]. Konvansiyonel ila¢ salim sistemlerinde
ila¢ oral yol, damar yolu veya teneffus ile vicuda alinir. Ancak bu sistemler ilag
tasiniminda vicudu temel aldiklari igin pasif konumda bulunur. Vicuda alinan
bircok ilacin lokal etkisinden c¢ok sistemik etkileri s6z konusu oldugu igin
istenmeyen yan etkilerinin goértlmesi bu sistemlerin kullanimlarini sinirlandirabilir.
Ayrica yine bu ilaglar hidrolizasyon, enzimatik parcalanma, pH degisiklikleri vb.
sebeplerle vucut igerisinde efektif bir konsantrasyona ulagmayabilir veya hasarl
bdlgede etkinligini uzun sure korumayabilir [2]. Bu amagla biyo- ve sentetik

polimerlerden cgesitli Gretim teknikleriyle gelistirilen polimerik ilag tasiyici sistemler
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Uzerinde calismalar bir slredir yogun olarak devam etmektedir. Ozellikle
elektrostatik egirme yontemi ile hazirlanan polimer bazli nanoliflere istenilen
Ozelliklere sahip ilacin ya da biyoaktif molekullerin yliklenmesini saglayan ilag
salim sistemlerinin gelismesi ile birgok hastaligin tedavisi ve yaralarin iyilestiriimesi
planlanmaktadir. Jiang ve arkadasglari ile Liao ve arkadaslari elektrostatik egirme
yontemi ile elde ettikleri koaksiyel rastgele duzenlenmis nanofiberlerden sigir
serum albuminin kontrolli olarak salimini incelemistir [66, 67]. Gelistirdikleri bu
sistemin biyoaktifligini kaybetmemis proteinlerin salimi icin kullanilabilecegini
belirtmigtir. Piras ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada PAM14’e insan
serum albumini ve diklofenak sodyum yuklenerek multifonsiyonel bir sistemin
olusturulabilecedi goérulmuastir [68]. Katti ve arkadaslari elektrostatik egirme
yontemi ile Urettikleri antibiyotik yukli PLGA nanofiberlerin yaralarin tedavisinde

kullanilabilecegini belirtmistir [69].

2.7.1.3. Yara-Yanik Ortii Malzemesi Olarak Nanofiberler

Nanofiberler spesifik ylzey alanlari, yiksek gozenekli yapilari, kiglik gézenek
boyutlari, hafif malzemeler olmalari ve ektraseluler maktriks gibi vicuttaki birgok
yaply! taklit edebilme 6zellikleri ile bilinir. Bu 6zellikleri sayesinde doku iskeleleri,
ilac tasiyici sistemler, yara-yanik ortu malzemeleri olarak biyomedikal alanlarda
blyUk bir potansiyele sahiptir [32]. Nanofiberlerin dogal olarak sahip olduklari bu
Ozelliklerine, yara-yanik Ortulerinin de tasimasi gereken biyouyumluluk,
biyobozunurluk, antibakteriyel, antiviral, yuksek emicilik, mekanik dayanikllik vb.
Ozelliklerin eklenmesi ile bu fiberlerin yeni jenerasyon yara-yanik orti malzemesi
olarak kullaniimasi mimkin olmustur. Nanofiberlerin spesifik ylzey alanlari bu
yapilara kanamayi durdurucu 0Ozellik kazandirir, ayni zamanda nanodlgekli lifler
olduklari icin de dogal ekstraselUler matriksi taklit edebilir [2]. Ayrica kuguk
g6zenek caplari ve yuksek gozenekli yapilari sayesinde bakteriyel ve mikrobiyal
enfeksiyona neden olabilecek her turlu maddenin gegisini engellemekle birlikte,
gaz gecirgenligine de olanak saglar. Nanofiberlerin kendiliginden sahip olmadigi
Ozellikler ise kullanilacak polimerler, etken maddeler, biyoaktif molekuller vb. ile
kazandirilabilir. Yara-yanik orti malzemesi olarak kullaniimak Uzere gelistirilen
nanofiberlerin Uretimi yapilirken genellikle biyobozunur, biyouyumlu vb. 6zellikler
gOsteren dogal ve sentetik polimerler kullanilir [8].
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Juan ve arkadaslarinin yaptidi calismada elektrostatik egirme yontemi ile
hazirlanan PHBV/m-keratin nanofibr6z malzemelerin yara ortist olarak énemli bir
potansiyele sahip oldugu bildirilmistir. Keratinin ekstraksiyonu ile modifikasyonu
sonrasi elde edilen m-keratin, hekzafloroizopropanol (HFIP) ¢éztcusu kullanilarak
PHBYV ile kanistirilmistir. PHBV: Keratin’in kitle oranlari 7:3 olarak belirlenmistir. In
vitro biyodegredasyon testi uretilen PHBV/m-keratin kompozit nanofiberlerin PHB
depolimeraz ve tripsin igeren sulu c¢oOzeltiler icerisinde degrede oldugunu
gOstermistir. Hucre tutunma ve proliferasyon calismalari kontrol grubuyla
karsilagtinldiginda (PHBV nanofiber) 3T3 NIH hucrelerinin PHBV/m-Keratin
kompozit nanofiberlere tutundugunu ve fibroblast hucrelerinin proliferasyonunu

artirdigini ortaya koymustur [70].

Unnithan ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada yara oOrtisu olarak
kullaniimak Uzere elektrostatik egirme yontemi ile ciprofloxacin HCI (CipHCI) yuklu
poliliretan-dekstran (PU-Dex) nanofiber matlar elde edilmistir. llag yUKkli
politretan-dekstran nanofiber iskelelerin antibakteriyel degerlendiriimesi Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakterileri ile yapilmis ve bu nanofiber iskelelerin
mukemmel bakterisidal 06zellige sahip oldugu bildirilmistir. Yine ilag yUuklu
polilretan-dekstran  nanofiber iskeleler Uzerinde kultire olan 3T3-L1
fibroblastlarinin hiicre canhligi, tutunmasi ve proliferasyonu incelenmistir. Bu
nanofiber iskelelerin fibroblast hicrelerine karsi herhangi bir toksisite
gOstermedigi, aksine hucre buylumesini ve proliferasyonunu artirdigi belirtilmigtir
[71].

Abdelgawad ve arkadaslari kitosan bazli gumus nanopartikulleri PVA ¢ozeltisi ile
karistirdiktan sonra elektrostatik egirme yontemi ile gimuis nanofiber yukli polivinil
alkol/kitosan nanofiber iskeleleri yara-yanik ortisu olarak kullanmigtir. Bu
nanofiber iskelelerin ¢apraz baglanmasinda glutaraldehitten yararlaniimigtir. Bu
nanofiber iskelelerin Gram negatif bakterilerine kargi yapilan antibakteriyel
aktivitesi canli hudcre sayim metoduyla belirlenmistir ve kontrol grubuyla
kargilastirildiklarinda bakteri kolonilerinin sayilarinin belirgin bir sekilde azaldigi

gorulmustar [72].

Zhao ve arkadaslari yara Orti malzemesi olarak gelistirdikleri kitosan-serisin
kompozit nanofiberlerin c¢aplarinin 240-380 nm arasinda degistigini bildirmistir.
MTT test sonuglari bu kompozit nanofiberlerin L929 fibroblast hlcrelerine karsi
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sitotoksik etki gostermedigini, DMEM medyumu icerisinde 72 saatlik inkiibasyon
sonras! hucre proliferasyonunu artirdigini  gostermistir. Yine antibakteriyel
calismalar bu kompozit nanofiberlerin gram pozitif ile gram negatif bakterilere karsi

bakterisidal 6zellik gosterdigini kanitlamistir [73].

Shalumon ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada antibakteriyel yara ortisu olarak
kullaniimak Uzere farkli konsantrasyonlarda ZnO nanopartikllleri igeren sodyum
aljinat/polivinil alkol kompozit nanofiberler Uretilmistir. Sitotoksisite c¢alismalari
uretilen kompozit nanofiberlerin igerdigi ZnO konsantrasyonuna bagl olarak
toksisite deg@erlerinin degistigini, yapidaki ZnO miktari arttikga toksik 6zelligin de
arttigini  gostermistir.  Ayni  zamanda ZnO nanopartikil i¢ceren sodyum
aljinat/polivinil  alkol ~ kompozit  nanofiberlerin  antibakteriyel  aktivitesi
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterileri ile incelenmis ve sonuglar bu

kompozit nanofiberlerin bakterisidal 6zellik gosterdigini kanitlamistir [74].

Schneider ve arkadaslari tarafindan yapilan calismada Bombyx mori ipek bocegi
kozasindan ekstrakte edilen ipek fibroini, polietilen oksit ile karistirimis ve
epidermal blylume faktori (EGF) iceren ve icermeyen cozeltilerden elektrostatik
egirme sonrasi ipek nanofiber yapilar elde edilmistir. SEM analizleri Uretilen ipek
nanofiberlerin rastgele duzenlendigini ve ortalama fiber caplarinin yaklasik 1
mikrometre (mm) oldugunu gdstermistir. ipek nanofiber yapilardaki epidermal
biylime faktdrlerinin immunoreaktivitesi ELISA ile belirlenmistir. insan deri-
esdegeri yara iyilesme modeli Uzerinde yapilan c¢alismalar Uretilen ipek

nanofiberlerin yara kapanmasini yuksek oranda arttigini ortaya koymustur [75].

Ustlindag ve arkadaslari yara 6rtlist olarak kullanmak Uizere elekstrostatik egirme
yontemiyle sodyum aljinat/polivinil alkol nanofiber yuzeyleri elde etmistir. Her iki
polimer de suda ¢dzinlr 6zellik gdsterdiginden, bu nanofiber ylzeylerin gapraz
baglanmasi gluteraldehit/HCl/aseton karisimi ile gercgeklestiriimigtir. Capraz
baglama iglemi O©Oncesinde ve sonrasinda nanofiber ylzeylerin su tutma
kapasiteleri dlgulmuastir. Ayrica yine bu nanofiberlerin suya dayanim testleri de
yapiimistir. Sonuglar gapraz bagli nanofiber yapilarin suya dayaniklihdinin arttigini
gOstermigtir. Capraz baglama islemi 6ncesine ve sonrasina ait SEM analizleri
incelendiginde ¢apraz baglama sonrasinda nanofiber yuzeylerin nanofiberlerde

herhangi bir morfolojik degisime ve ¢ap degisimine yol agmadigi bildirilmistir [76].
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2.7.2. Nanofiberlerin Diger Uygulama Alanlari

Nanofiberler, yeni ve ilging bir malzeme sinifi olarak doku muhendisligi
uygulamalarinda bir suredir yerini almistir. Nanofiberlerin doku iskeleleri, yara
Ortuleri, ilag salim sistemleri olarak kullanimlarinin diginda tibbi implantlar,
biyosensorler, molekuler filtrasyonlar, iletken polimer ve kompozitler, katalist
yardimcilari, membranlar vb. birgok biyomedikal uygulamalari mevcuttur. Ayrica
nanofiberlerden enerji sektériinde (depolama), savunma sanayisinde (kimyasal ve
biyolojik koruma), saglik sektoriinde ve daha pek ¢ok alanda yararlaniimaktadir
[2].

2.8. Poli(3-hidroksibiitirat-co-3-hidroksivalerat) (PHBV)
Poli(3-hidroksibutirat-co-3-hidroksivalerat) (PHBV), biyobozunur polyester sinifina
dahil olan polihidroksialkanoatlarin (PHA) alifatik alt grubunda yer alan dogal bir
polimerdir. Cesitli mikroorganizmalar besin ve oksijenin yetersiz, karbon
kaynadinin ise fazla oldugu kosullarda propiyonik asit varliginda bakteriyel
fermantasyon ile polihidroksialkanoat ailesinden poli(3-hidroksibultirat-co-3-

hidroksivalerat) sentezini gergeklestirir [37].

Polihidroksialkanoatlar, azot, fosfor, oksijen vb. temel besinlerin sinirli, karbon
kaynaklarinin ise fazla oldugu seker ve(ya) yad bazli besi ortamlarinda cesitli
mikroorganizmalar (Alcaligenes eutrophus, Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas
oleovorans vb. bakteriler ve digerleri) ve genetigi degistiriimis bitkiler tarafindan
fermentasyon ile sentezlenirler. Sentezlenen polihidroksialkanoat tirl, ortamda

bulunan hammadde ile mikroorganizma tarafindan belirlenir [37].

1 I
{ O— CH— (CH,)— G%
I

Sekil 2.9. PHA’larin genel molekuler yapisi
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Cizelge 2.5. n deg@erlerine ve fonksiyonel gruplara gore bazi polihidroksialkanoatlar

n R PHA tiiri

1 | Hidrojen Poli(3-hidroksipropionat)
1 | Metil Poli(3-hidroksibdutirat)

1 | Etil Poli(3-hidroksivalerat)

1 | Propil Poli(3-hidroksihekzanoat)
1 | Pentil Poli(3-hidroksipentanoat)
1 | Nonil Poli(3-hidroksidodekanat)
2 | Hidrojen Poli(4-hidroksibutirat)

3 | Hidrojen Poli(5-hidroksivalerat)

Bakterilerde hucre i¢i karbon ya da enerji depo materyali olarak gorev yapan
polihidroksialkanoatlar; dogrusal, kisa zincirli 3-hidroksi yag asidi monomerleri ile
tekrarlanan hidrofobik birimler icermektedir (Sekil 2.9). Farkhh monomer
kombinasyonlarina goére PHA O&zellikleri dedismekle birlikte, bazi karakteristik

Ozelliklere sahiptir (Cizelge 2.5). Bu 6zelliklerden bazilari asagida verilmistir [37].

o Molekill agirliklari 2x10° ile 3x10° arasinda degismektedir.

e Termoplastik veya elastomerik materyallerdir.

e Erime noktalari 40°C-180°C arasinda degismektedir.

e Biyouyumlu ve biyobozunurdur.

e Piezoelektrik, Non-toksik ve genellikle optik agidan aktiftir.

e Yilksek UV-direnci gosterirleri su buharini gegirmezler.

o Bakterilerde karbon ve enerji deposu olarak goérev alirlar.

e N, P, Mg, O2’nin az, C'nin fazla oldugu ortamda uretilir.

e Cok sayida monomeri vardir. DUz ve dallanmig, doymus ve doymamis

yapilarin yani sira alifatik ve aromatik yan gruplari da mevcuttur.

1927 yilinda Fransiz bilim adami Lemoigne tarafindan kesfi yapilan ilk
polihidroksialkanoat tiru, poli-3-hidroksibutirattir (P(3HB)). Lemoigne, yaptidi bu
calismada Bacillus megaterium bakterilerinden ekstrakte ettigi iki bilesenin her
ikisinin de ampirik formalinin ayni olmasina ragmen, bunlardan birinin kristalin
yapida ve erime noktasinin 120°C oldugunu, digerinin ise amorf yapida ve erime
noktasinin 157°C oldugunu belirtmigtir [77]. Daha sonra bu iki bilesenin de farkh
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molekuler kutleye sahip polihidroksibutirat oldugunu kanitlamistir. PHA'larin kesfi
1920’li yillara dayansa da, birgok PHA’nin kesfi 6zellikle son 25 yil icerisinde
yapilmigtir [78].

Polihidroksialkanoatlarin sahip oldugu pek c¢ok avantaja ragmen, geleneksel
termoplastiklerle kiyaslandiginda pahali olma, zor ulasilabilirlik, kristalinite, zayif
proses yetenedi, dusuk degredasyon nedeniyle dar bir sicaklik araliginda ¢alisma
zorunlulugu ile oda kosullarindaki kirllgan yapisi nedeniyle genellikle tek baslarina
kullanilmaz. Bu nedenle polihidroksibutiratlar, polihidroksivaleratlarla belli
oranlarda karistirilarak kopolimerleri hazirlanir [79]. Termal stabilite ve mekanik
Ozellikleri iyilestirilen bu kopolimerler 6zellikle biyomedikal alanlarda sikc¢a
kullanilir.  Polihidroksialkanoatlarin 6zelliklerinin gelistiriimesi igin uygulanan bir
diger yontem ise bu polyesterlerin farkl 6zelliklere sahip diger polimerlerle blend
yapillmasi veya vyapilarina cgesitli farmasoétik ajanlar ile katki malzemeleri

eklenmesidir [80].

Polihidroksialkanoatlar ~ toprak, deniz, g6l sulann ve atik sulardaki
mikroorganizmalar tarafindan aerobik sartlarda karbondioksit ve suya kadar,
anaerobik kosullar altinda metana kadar tamamen parcalanabilmektedir [81]. Bu
nedenlerle, PHB gibi biyolojik olarak tamamen parcalanabilen dogayla dost
plastiklerin sentezi ve endustriyel uygulamalari her gegcen gliin artmaktadir. Ayni
zamanda bu polyesterler yuksek biyouyumluluk, biyodegredasyon vb. 6zellikleri
sayesinde son donemlerde doku muhendisligi ve biyoplastik uygulamalarinda ¢ok

fazla tercih edilmektedir.

CHs

|
(|2H3 (|le (I:Hg (Ill‘-'
CH-CH—C—0 CH-CHy— C—Eljlvv
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o

Sekil 2.10. Poli(3-hidroksibutirat-co-3-hidroksivalerat kopolimerinin yapisi.

PHBV’nin de dahil oldugu polihidroksialkanoatlar, birgok mikroorganizmada karbon
ya da enerji depo materyali olarak biriktirilir. Biriktirilen bu polyesterlerin hicre igi
konsantrasyonlari  olduk¢ca ylUksektir. Yeterli besin temin edildiginde,
polihidroksialkanoatlar intraselltler depolimeraz enzimleri ile pargalanir [82].
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Poli(3-hidroksibutirat-co-hidroksivalerat), poli-3-hidroksibitirat (P(3HB)) ve poli-3-
hidroksivaleratin (P(3HV)) kopolimeri olup, ginimuzde Uzerinde yogun olarak
calisilan ve en fazla endustriyel Uretimi yapilan polihidroksialkanoat ailesi
tyelerindendir. ik olarak 1983 yilinda ingiliz firmasi Imperial Chemical Industries
(ICl) tarafindan Biopol ® (gunumuzde Mosanto, USA) ticari marka altinda
piyasaya surulmuastur. Bunun diginda Nodax® (Procter&Gamble,USA and Kaneka
corporation, Japan), Eamat® (Tianan,China) ve Biomer P® (Biomer, Germany)
gibi farkl ticari markalar altinda sunulan P(3HB) ve PHBV’ler mevcuttur [80, 83].

PHBV’nin degredasyonu 3-hidroksivalerat yuzdesine bagl olarak dedgisiklik
goOsterir.  Degredasyon kinetigi, kopolimer veya homopolimer yapisina,
kristaliniteye ve proses kosullarina baglidir [86]. Karbon kaynagdina bagli olarak,
yapisinda %47’ye kadar 3-hidroksivalerat (3HV) birimi icerebilir. Kopolimerdeki 3-
hidroksibutirat (3HB) biriminin, 3-hidroksivalerat (3HB) birimine orani, polimerin
Ozelligini tanimlar. Yapida bulunan 3-hidroksivalerat birimlerinin icerigine bagli
olarak, kopolimerin fiziksel 6zellikleri (erime noktasi, camsi gegis sicakligi vb.) ve
mekanik o6zellikleri (tensile strength, Young’s modulus) modifiye edilebilir [84].
Yapidaki 3-hidroksivalerat birimi icerigi arttikca kopolimerin erime noktasi, camsi
gecis sicakligi, kristalinitesi, gerilim kuvveti ile Young’s Modulus’u azalirken; 3-
hidroksivalerat birimi iceriginin azalmasi etki kuvvetinde (impact strength) artisa
neden olur. Ayni zamanda dusUk 3-hidroksivalerat icerigi polimerin kirilgan ve sert
olmasina yol acarken, yuksek 3-hidroksivalerat icerigi termoplastik davranisa

neden olan polimerin dayanikhligini ve fleksibilitesini arttirir [85].

Cizelge 2. 6. Hidroksivalerat igerigine gére PHA kopolimerlerinin fiziksel 6zellikleri

Hidroksivalerat | T, Tm Tensile Young’s Notched
icerigi (%) (°C) (°C) Strength Modulus Izod Impact
(MPa) (GPa) (3/m)
0 10 179 40 3.5 50
3 8 170 38 2.9 60
9 6 162 37 1.9 95
14 4 150 35 1.5 120
20 -1 145 32 1.2 200
25 -6 137 30 0.7 400
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Optikge aktif, termoplastik alifatik bir polyester olan PHBV, ayni zamanda
biyouyumlu, biyobozunur, semi-kristalin, piezoelektrik, hidrofobik, non-toksik ve
yuksek stereoduzenlilik gibi 6zelliklere sahip olmasiyla bilinir [79]. Ayni zamanda
kullanimi kolaydir ve kompleks saflastirma prosesleri gerektirmez [86]. Sahip
oldugu bu essiz Ozellikleri ile sutur, doku iskelesi, yara-yanik orti malzemeleri,
prostetik cihazlar, ilag tasiyici sistemler olarak doku muhendisligi ve biyomedikal
alanlarda sikga kullanilir. Ayrica paketleme, tip ve gida sektorinde de kullanimlari

mevcuttur [87].

Han ve arkadaslar biyolojik yara ortusu olarak gelistirdikleri PHBV nanofiber
matriksleri sag folikuler epitelyal hiicreler ve dermal hicreler ile kokulttre ettiklerini
bildirmistir. Kokultlre edilmis PHBV nanofiber matrikslerin yara kapanma ve re-
epitelizasyonuna pozitif etki gosterdigi ve hicre tutunma ile blyldmesi i¢in uygun
ortami sagladigi belirtiimistir. Ayrica hazirlanan bu PHBV nanofiber matrikslerin
yarayl nemli tuttugu ve iyilesme suresince mekanik dayanikliik sagladigi

vurgulanmistir [88].

Kuppan ve arkadaslari tarafindan yapilan c¢alismada doku muhendisliginde
kullanilmak Uzere geligtirilen R-Spondin-1 yukla PHBV nanofiberlerin, 2 boyutlu
PHBYV filmlerle kiyaslandiginda (fare modelinde) topografi, kimyasal ve mekanik
uyaricilara bagh olarak kollajen Uretimini, hicre proliferasyonu, gen

ekspresyonunu ve yara kapanmasini artirdigi bildirilmistir [89].

2.9. Kurkumin

Curcuma longa L. isimli tropik bitkinin rizomlarindan izole edilen Turmerik’in aktif
bir bileseni olan kurkumin, 6zellikle Hindistan basta olmak Uzere pek ¢ok Asya
ulkelerinde gida sektérinde ve geleneksel tip alaninda yaygin olarak
kullanilmasiyla bilinmektedir. Turmerik sari renkli bir toz (baharat) olup, turmerik
yumrulari yapilarinda yuksek oranda turmerin, esansiyel yaglar ve kurkuminoidler

(kuru agirhik olarak % 4-8 oraninda) igerir [90, 91].
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Bilesik R1 R2

Kurkumin OME OMe
Demetoksikurkumin H OMe
Bisdemetoksikurkumin H H

Sekil 2.11. Kurkuminoidlerin yapisi

Kurkuminoidler, dogada enol ve keto olmak Uzere en az iki tautomerik formda
bulunan ve Turmerik'in sar1 rengi ile biyolojik aktivitesinden sorumlu olan lineer
difenilheptanoid sinifina ait polifenollerdir. Keto formuna gore daha kararli olan
enol formunun yapisinda iki adet doymamis karbonil grubu, iki aromatik halka ve
bu halkalara bagli metoksi gruplari bulunur [90]. Kurkuminoidlerin temel bilesenleri
kurkumin (Kurkumin | veya diferuloylmethane), demetoksikurkumin (Kurkumin II),
bisdemetoksikurkumin ve siklokurkumin (Kurkumin Ill) olmak Uzere 3 adettir.
Kurkuminin  (1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion)  kapali
formuli Cy1H>006, erime noktasi 184°C’dir. Kloroform, aseton, dimetilformamid
(DMF), DMSO vb. pek cok organik ¢odziculer ile alkali ¢ozeltilerinde ¢dziinen

kurkuminin, sudaki ¢ézunurligu oldukg¢a dusuktur [91, 92].
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A B
Sekil 2.12. (A) Curcuma longa L. bitkisi, (B) Turmerik

Sahip oldugu biyolojik aktivitesinden ve vyara iyilestirme &zelliginden dolayi
kurkumin Uzerinde c¢ok sayida c¢alismalar yapilmaktadir. Antiinflamatuar,
antioksidan, antiviral, antimikrobiyal, antikarsinojenik vb. birgok farmasotik 6zelligi
sayesinde tip ve saglik bilimleri ile daha birgok alanda kullanilir [93, 94].
Antineoplastik, antiapoptotik, antianjiyogenik, sitotoksik, immun duzenleyici,
antitrombotik, yara iyilestici, antistresor, antilitojenik ve antidiyabetojenik vb.
potansiyel terapotik 6zellikler gosterdigi bircok uygulamasi mevcuttur. Ayrica gida

sektorinde (boya, kaplama vb.) yaygin olarak kullanim bulmaktadir [95].

Kurkuminin sahip oldugu pek ¢ok avantajin yaninda, kullanimini kisitlayan bazi
dezavantajlari da mevcuttur. Kurkumin, i1sida duyarlidir. Bu duyarlilik, aliminyum
iyonlarinin ortama eklenmesiyle azaltilir. Belli bir konsantrasyonun Uzerinde
sitotoksik 6zellik gdsterir. In vivo kararligi ve biyoyararlanimi dugsiktir. Yapilan
calismalarda gunlik 450-3600 mg oral uygulama sonrasi periferik veya portal
sirkilasyonda nanomolar dizeyde kurkumine rastlanmistir [96].

Sidhu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada kurkuminin yara iyilesmesine olan
etkileri bircok hayvan deneyi ile incelenmistir. Kurkumin ile muamele edilen normal
ve genetik olarak diyabetik farelerde yara kapanmasinin kontrol grubuna goére
onemli Olgude arttigi belirtilmistir. Ayni zamanda hudcresel ve molekuiler

dizeylerde, kurkuminin neovaskuilarizasyon ve re-epitalizasyonu gelistirdigi,
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donugturact buyume faktoru-B1ve fibronektinin ekspresyonu ile dretimini artirdigi

ve hucre 6lumunu azalttigi bildirilmistir [97].

Merrell ve arkadaslarinin yaptigi calismada diyabetik yara Ortusu olarak
kullaniimak Gzere kurkumin yUklU poly(e-caprolactone) matriksler elde edilmistir.
Diyabetik fare modeli tUzerinde yapilan in vivo galigmalar kurkumin yaklG poly(e-
caprolactone) nanofiberlerin  duslik konsantrasyonlarda epidermisin re-
epitelizasyonunu hizlandirdigini, yara vyatagina myofibroblast, fibroblast ve
makrofajlarin da dahil oldugu cesitli hicrelerin goé¢unld artirdigini  ortaya
koymustur. Duslk konsantrasyonlarda kurkuminin neovaskularizasyonu ve
kollajen Uretimini artirdidi, yuksek konsantrasyonlarda (>25 pM/L) ise kurkuminin

sitotoksik etkilerinin gbézlendigi belirtilmistir [96].

Suwantong ve arkadaslari tarafindan yapilan bir diger calismada yara ortlsu
olarak hazirlanan kurkumin yUklU sellloz asetat fiber matrikslerin in vitro biyolojik
degerlendiriimesinde kurkuminin normal insan dermal fibroblastlara kargi sitotoksik
etki gostermedigi, aksine hicre tutunmasini ve proliferasyonunu artirarak yara

iyilesmesini hizlandirdigi bildirilmistir [98].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

Tez kapsaminda sunulan galismalarda kullanilan malzemeler ile bu malzemelerin

temin edildikleri firmalar ve menseileri asagdida verilmistir.

Poli(3-hidroksibutirat-co-3-hidroksivalerat) kopolimeri, poli(3-hidroksivalerat)
icerigi: %5 wt (agirlikga), Sigma Aldrich, St.Louis/Missouri-Amerika Birlesik
Devletleri

Poli(3-hidroksibutirat-co-3-hidroksivalerat) kopolimeri, poli(3-hidroksivalerat)
icerigi: %8 mol ~%9 wt, Sigma Aldrich, St.Louis/Missouri-Amerika Birlesik
Devletleri

Kurkumin (1,7-Bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion), Merck
Millipore, Darmstadt-Almanya

Kloroform (2%99), Sigma Aldrich, St.Louis/Missouri-Amerika Birlesik Devletleri
N,N-Dimetilformamid (2%99), Sigma Aldrich, St.Louis/Missouri-Amerika
Birlesik Devletleri

Lizozim (=2%90 protein, tek zincir molekul agirhgi: 14.3 kDa), Sigma Aldrich,
St.Louis/Missouri-Amerika Birlesik Devletleri

Izopropanol (2%99.7), Sigma Aldrich, St.Louis/Missouri-Amerika Birlesik
Devletleri

Hidroklorik asit (Konsantrasyon: 0.1M), Fluka, Amerika Birlesik Devletleri
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (%10 fetal bovine serum (FBS), %1 L-
glutamin, %1 antibiyotik (Penicillin/Streptomycin), Biochrom, Berlin-Almanya
Tripsin/EDTA, Biochrom, Berlin-Almanya

L-glutamin, Biochrom, Berlin-Almanya

Fetal sigir serumu (FBS), Biochrom, Berlin-Almanya

Penisilin/Streptomisin, Biochrom, Berlin Almanya

Fosfat tamponlu tuz (PBS), Sigma Aldrich, St.Louis-Amerika Birlegik Devletleri
Hekzametildisiloksan (2%98), Sigma Aldrich, St.Louis-Amerika Birlesik
Devletleri

Gluteraldehit (Konsantrasyon: %50 H20 iginde), Sigma Aldrich, St.Louis/

Missouri--Amerika Birlesik Devletleri
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e Thiazolyl blue tetrazolium bromide (3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide, MTT), Sigma Aldrich, St.Louis/Missouri-Amerika
Birlesik Devletleri

e L 929 Fibroblast Hucresi, Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi Sap Enstitusu
Mudurlugu, Tarkiye

3.2. PHBV ve Kurkumin Yiiklii PHBV Nanofibriler Yapilarin Uretimi

3.2.1. PHBV ve Kurkumin Yiikli PHBV Nanofibriler Yapilarin Sentezinde
Kullanilan Polimer Gozeltilerinin Hazirlanmasi

Kurkumin igermeyen PHBV nanofiberlerin Uretimi icin oncelikle PHV icerigi
agirhkca %5 ve %9 olan iki farkh PHBV polimeri sirasiyla kloroform, DMF ve
kloroform/DMF (50:50 v/v) c¢o6zlculeri icinde manyetik karistirici yardimiyla
(70°C’de ve 1250 rpm karistirma hizinda, 30 dakika sure ile) ¢dzulmuastir ve
bdylece 3 farkli konsantrasyonda (%10, %13 ve %15 w/v) PHBV c¢ozeltileri

hazirlanmistir.

Etken madde yUkli PHBV nanofiberlerin Gretimi igin, kurkuminin farkli
konsantrasyonlari (%0.25, %0.1, %0.3, %0.5, %1 ve %3 w/v), yukarida hazirlama
prosedurt verilen polimer c¢ozeltilerine (10%, 13%, 15% w/v) ilave edilmistir.
Kurkuminin ¢ozelti icerisinde homojen dagihmini saglamak amaciyla, hazirlanan
¢Ozeltiler manyetik karistirici yardimiyla oda kosullarinda farkli periyotlarda (2-24
saat) karistirlmistir. PHBV ve kurkumin yudklG PHBV nanofibriler yapilarin
sentezinde kullanilan farkli polimer c¢ozeltilerine ait tez kapsaminda incelenen

parametreler Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. PHBV ve kurkumin yukla PHBV nanofibriler yapilarin sentezinde

kullanilan farkl polimer ¢ozeltilerine ait parametreler.

Formiilasyon | PHV | PHBV PHBV Kurkumin Kurkumin Coziicii Coziicii | Kanigtirma
(%) | (mg) | Konsantrasyonu (mg) Konsantrasyonu Miktari Siiresi
(w/v) (w/v) (mL) (sa)
1 5 100 %10 - - Kloroform 1
2 9 300 %10 - - Kloroform 3
3 9 130 %13 - - Kloroform 1
4 9 150 %15 - - Kloroform 1
5 9 150 %15 - - DMF 1
6 5 200 %10 5 %0.25 Kloroform 2 2
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7 5 200 %10 10 %0.5 Kloroform 2 2
8 5 200 %10 20 %1 Kloroform 2 2
9 5 325 %13 75 %3 Kloroform 25 2
10 9 | 300 %15 15 %1 DK’\'AOFV?(;STTS) 2 17
11 9 150 %15 1 %0.1 Kloroform 1 17
12 9 150 %15 3 %0.3 Kloroform 1 17
13 9 150 %15 5 %0.5 Kloroform 1 17
14 9 300 %10 1 0.1 Kloroform 3 17
15 9 300 %10 3 0.3 Kloroform 3 17
16 9 300 %10 5 0.5 Kloroform 3 17
17 9 240 %24 1 0.1 Kloroform 1 17
18 9 240 %24 3 0.3 Kloroform 1 17
19 9 240 %24 5 0.5 Kloroform 1 17

3.2.2. PHBV ve Kurkumin Yiikliu PHBV Nanofibriler Yapilarin Elektrostatik
Egirme Yontemi ile Sentezlenmesi

Cizelge 3.1’de verilen konsantrasyonlarda hazirlanan kurkumin iceren ve
icermeyen PHBV c¢ozeltilerinin her biri ayri ayri siringalara yuklendikten sonra
elektrostatik egdirme yontemi yardimiyla PHBV ve kurkumin yukld PHBV
nanofibriler yapilar sentezlenmistir.

3.3. PHBV ve Kurkumin Yiikli PHBV Nanofibriler Yapilarin Karakterizasyon
Calismalari

3.3.1. Morfolojik Analiz

Elektrostatik egirme yontemi ile hazirlanan PHBV ve kurkumin yukla PHBV
nanofibriler yapilarin yuzey morfolojileri ve fiber caplari, taramali elektron
mikroskobu (FEI-SEM, Quanta 200) yardimiyla, 3kV’lik hizlandirma voltajinda
farkli magnifikasyonlarda analiz edilmistir. Morfolojik analiz 6éncesi PHBV ve
kurkumin yuklo PHBV nanofiberler uygun boyutlarda kesilerek SEM 6rnek
stublarina yerlestirilmistir. Gorlntlileme o6ncesi iletken bir tabaka olusturmak
amaciyla ornekler 1.5 dakika sureyle puskurtme yontemi kullanilarak Au-Pd ile
kaplanmigtir. PHBV ve kurkumin yukld PHBV nanofibriler yapilarin ortalama fiber

¢aplari Image J programi kullanilarak élgtlmustur.

47




3.3.2. Mekanik Test

PHBV ve kurkumin yUkli PHBV nanofibriler yapilarin mekanik 6zellikleri (Elastik
Moddlts, Gerilim Kuvveti, Maksimum Uzama) Zwick Z010 ¢ekme test cihaziyla
incelenmigtir. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofiberler, ASTM D683-Tip V
standartlarina uygun olarak kesilmistir. Kesilen drnekler u¢ kisimlarindan gekme

test cihazinin tutma birimlerine monte edilmis ve 10 kN’luk kuvvetle calisiimistir.

3.3.3. ATR-Fourier Transform infrared Spektroskopisi (ATR-FTIR)
Hazirlanan nanofibriler yapilarin kimyasal yapisi, ATR-FTIR spektroskopisi ile
incelenmistir (FTIR, Spectrum 100, Perkin Elmer). infrared spektrumlar 4000-400

cm™ dalga sayisi araliginda ve 4cm™ ¢dziinirliikte alinmistir.

3.3.4. X-Isinlan Difraksiyonu (XRD)
PHBV ve kurkumin yUkli PHBV nanofibriler yapilarin X-Isinlar difraksiyonu
analizleri ¢ok amacl X-iginlari difraktometresi (Pananalytical X’pert Pro MPD)

yardimiyla Cu K a radyasyon (A=1.5418 A) kullanilarak yapilmistir.

3.3.5. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)

PHBV ve Kurkumin yukli PHBV nandfibriler yapilarin termal karakterizasyonu
diferansiyel taramali kalorimetre (DSC, Netzsch) yardimiyla yapiimistir. Ortalama
ornek agirligi 5 mg, sicaklik araligi 0-270°C, i1sitma orani 10°C/dk ve N, akis hizi
30mL/dk olarak belirlenmistir. AH°,, kristalin polimerin entalpi degeri, AH,, DSC
termogramlarindan elde edilen erime entalpisi olmak Uzere orneklerin kristalinite

derecesi (X) Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmigtir.
X = AHqn | AH°, [3.1]

3.3.6. In Vitro Kurkumin Salim Galigmalari

Kurkuminin nanofibriler yapilardan salim profillerinin incelenmesi amaciyla
kurkumin PBS tamponu igerisinde farkli derisimlerde ¢6zlilmis ve UV-
spektrofotometre kullanilarak 426 nm dalga boyunda bu g¢ozeltilerin absorbanslari
Olculerek standart kalibrasyon egrisi hazirlanmigtir. Buttin ¢alismalar 37+1°C’de ve
pH 7.4+0.2°de gergeklestirilmistir. Kurkumin yUkli nanofibriler yapilardan in vitro
etken madde salim profilinin tayini amaciyla ornekler 1x1 cm kesilerek deney
tuplerine eklenmigstir. Nanofiber yapilar pH’si 7.4 olan 10 mL’lik PBS tampon
¢Ozeltisi ile vicut sicakliginda calkalamal su banyosunda inkibe edilmistir.
Sirasiyla 15, 30, 60, 120, 180 ve 300. dakikada salim ortamindan 1.5 mL ¢ozelti
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alinarak eppendorf tuplerine eklenmistir ve ardindan her deney tliptne 1.5 mL
taze PBS eklenmistir. UV-spektrofotometre kullanilarak 426 nm dalga boyunda
orneklere ait absorbanslar kaydedilmis ve kalibrasyon grafigi kullanilarak in vitro

ilag salim profili olusturulmustur.

3.3.7. Su Tutma Kapasitesi

PHBV ve Kurkumin yikli PHBV nanofibriler yapilarin su tutma kapasitesinin
belirlenmesi igcin oncelikle nanofiberlerin kuru agirhgr (Wq) tartiimistir. Tartim
islemini takiben nanofiberler PBS ¢ozeltisine (pH 7.4, 37°C) eklenmistir. Belirli
zaman araliklarinda (60, 120, 180, 240, 300, 360. dakika) nanofibriler yapilar PBS
ortamindan alinip, fazla su filtre kagidi yardimiyla uzaklastirildiktan sonra tekrar
tartilmistir. Wy PBS ¢o6zeltisine daldirma oncesi, W,, ise PBS ¢ozeltisine daldirma
sonrasi nanofiber yapilarin agirligi olmak Uzere, nanofiber yapilarin su tutma

kapasitesi Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmistir.
% Su alimi= (W,-Wg) / W4 x 100 [3.2]

3.3.8. In Vitro Biyodegradasyon Calismalari

PHBV ve kurkumin yukld PHBV nanofibriler yapilar, 2x2 cm kesilmistir. Kesim
islemi sonrasi ornekler 24 saat sureyle 50°C’de vakumda kurutulmustur. Daha
sonra ornekler hassas terazide tartilarak, bu orneklerin baglangi¢ kuru agirliklari
(W;) yaklasik 10 mg olarak dl¢lilmistiir. Her érnek 3 mg lizozim (10 unit/mL) ve 10
mL PBS iceren (pH 7.4, 0.1M) deney tuplerine daldiriimistir ve 37°C’de inkibe
edilmigtir. 24 saatlik periyotlarla inkibasyon sonrasi degredasyon ortamindan
alinan ornekler distile su ile yikanmistir ve 1.5 saat sureyle ettuivde kurutulduktan
sonra, degredasyon sonrasi kuru agirliklari (Wy) élgtlmistir. Orneklerin, 14 gin
boyunca ylUzdece kutlesel azalimlarindan (%WL) vyararlanilarak degredasyon
profilleri olusturulmustur. Orneklerin kiitle azalimlari, Esitlik 3.3 kullanilarak

hesaplanmigtir.
%WL = (W;-Wy) / W;x 100 [3.3]

Esitlikte Wi, 6rnegin degredasyon oncesi kuru agirigini, Wf ise degredasyon

sonrasi kuru agirligini ifade etmektedir.
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3.4. PHBV ve Kurkumin Yukli PHBV Nanofibriler Yapilarin Hiicre Kulttru
Calismalari

MTT testi hacre canhliginin belirlenmesinde kullanilan kolorimetrik bir yontemdir
[99]. Bu yontem, metabolik olarak aktif hicrelerin mitokondrilerinden sekrete olan
dehidrogenaz enzimleri yardimiyla sari renkli tetrazolium tuzunun(3-(4,5-Dimethyl-
2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide), suda ¢6ztinmeyen mor renkili
formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir [100]. MTT analizi sonrasi
olusan formazan kristallerinin yogunlugu, ortamda bulunan canli hicre sayisi ile
orantilidir [99, 100]. Bu nedenle in vitro sitotoksisite ve hucre proliferasyon

calismalarinda hucre canlihginin belirlenmesinde bu yontemden yararlaniimistir.

3.4.1. In Vitro Sitotoksisite Testi (MTT)

PHBV ve kurkumin yikla PHBV nanofibriler yapilarin in vitro sitotoksisite
calismalari ISO10993-5 standartlarina uygun olarak MTT testi ile yapilmistir [100].
Calismalarda L929 fare fibroblast hicre hatti ile 24 ve 96 kuyucuklu doku-kultar
polistiren plakalari (24 and 96 well tissue culture polystyrene plate (TCPS))
kullaniimistir. Medikal alanda kullanilacak polimerik malzemelerin sitotoksisiteleri,
¢ogunlukla degradasyon UrUnlerinin sitotoksisitelerinden ileri geldigi igin, in vitro
sitotoksisite degerlendiriimesinde, malzemelerin ekstraktlari kullaniimigtir [101].
PHBV ve kurkumin yuklid PHBV nanofibriler yapilar 1x1 cm (n=6) kesilerek
ornekler hazirlanmigtir. Daha sonra ornekler 1 saat sureyle UV isigina maruz
birakilarak sterilize edilmigtir. Malzemelerin ekstraktlarinin elde edilmesi igcin,
kesilen odrnekler 24 kuyucuklu plakaya vyerlestirildikten sonra kuyucuklara
6mL/lcm® DMEM vasati (%10 FBS, %1 L-glutamin, %1 antibiyotik
(Penisilin/Streptomisin)) eklenmis ve 72 saat sureyle inklbatérde (Thermo
Scientific HeraCell, Almanya) bekletilmistir.

In vitro sitotoksisite calismasi igin 1X10%kuyucuk L929 fare fibroblast hiicresi, 96
kuyucuklu plakaya ekildikten sonra, 37°C’de ve %5 CO, ile nemlendirilmis
atmosferde DMEM vasati (%10 FBS, %1 L-glutamin ve % 1 antibiyotik
(Penicillin/Streptomycin) ile desteklenmis) ile 24 saat kulture edilmistir. Bu sure
sonunda kuyucuklardan vasat alinarak, her kuyucuga orneklerin 3 gun sureyle
icinde bekletildikleri ekstraksiyon vasati eklenmigstir. 24 saat inklibasyonu takiben
kuyucuklardaki vasat uzaklastiriimis ve her kuyucuga 100uL taze DMEM vasati ile

50 pL MTT c¢Ozeltisi eklenmistir. 96 kuyucuklu doku-kultar polistiren plaka karanlk
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ortamda 4 saat slreyle inkibe edilmistir (37°C, %5 CO,). Bu slre sonunda
plakadaki vasat atilarak, her kuyucuga 100uL 0.1N HCI-izopropanol ¢ozeltisi
eklenmistir. Ardindan plaka 30 dakika sureyle karanlk bir ortamda bekletilmis,
takiben pipetaj yapiimig ve ¢ozeltiler yeni bir 96 kuyucuklu plakaya aktariimigtir.
Son olarak ELISA Microplate Reader yardimiyla 570nm dalga boyunda absorbans

degerleri dlgulerek, % hicre canliigi belirlenmisgtir.

3.4.2. Hucre Tutunmasi ve Proliferasyonu

3.4.2.1. Hucrelerin Hazirlanmasi

Hucre tutunmasi ve proliferasyon calismalari i¢in standart hiicre hatti olan L929
fare fibroblast hucreleri kullaniimistir. Bu hacreler, %10 FBS, % 1 antibiyotik
(Penicillin/Streptomycin) ve %21 L-glutamin destekli DMEM vasati ile kulture

edilmis ve 37°C’de %5 CO; iceren nemli atmosferde ¢ogaltiimigtir.

3.4.2.2. Nanofiber-Hiicre Etkilesiminin incelenmesi

PHBV ve kurkumin yUkli PHBV nanofibriler yapilar 1x1 cm (n=6) kesilmistir.
Hucre ekimi oncesi, ornekler 20 dakika sureyle UV isigina maruz birakilarak
sterilize edilmistir. Ornekler 12 kuyucuklu doku kltiir polisitren plaka icerisinde 3
defa PBS c¢ozeltisiyle yikanmigtir. PBS ile yikama sonrasi kuyucuklardaki her bir
ornede 1x10° L929 fare fibroblast hiicresi (1x10°/kuyucuk) ekildikten sonra, bu
kuyucuklara taze DMEM vasati (%10 FBS, %1 L-glutamin ve % 1 antibiyotik
(Penicillin/Streptomycin) ile desteklenmig) eklenmistir. Bu vasat her iki glinde bir
degistirilerek 2 hafta boyunca bu isleme devam edilmistir. Ornekler Gizerinde kultur
edilen hucrelerin proliferasyonu, 7. ve 14. gunlerde MTT yontemi ile
degerlendirilmigtir. 7. ve 14. gilnlerde ornekler PBS c¢ozeltisi ile yikanarak,
yapismanin saglanmadigi  hucreler ortamdan uzaklastinimistir.  Ardindan
orneklerin Uzerine 100’er yL MTT c¢oOzeltisinden eklenmigtir. MTT ¢ozeltisiyle 4
saatlik inkibasyon sonrasi ortamdaki vasat uzaklastirilarak, her bir ortama 1 mL
izopropanol-HCI ¢ozeltisi eklenmigtir. Bu iglemi takiben, ortamlardan 100’er yL
vasat cekilerek, bu vasatlar 96 kuyucuklu plakaya alinmigtir (n=6). ELISA

Microplate Reader kullanilarak 570 nm’de absorbans degerleri dlgulmustiur [102].

PHBV ve kurkumin yukld PHBV nanofibriler yapilarin hucre tutunmalari, SEM ile
deg@erlendirilmigtir. 7. ve 14. gun sonrasi vasatlardan alinan 6rnekler PBS ile
yikandiktan sonra % 2.5 (v/v) gluteraldehit ¢ozeltisinde yarim saat sureyle fikse

edilmistir. PBS ile tekrar yikanan ornekler, sirali alkol ¢ozeltilerinde (% 25, 30, 50,
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70, 90, 96, 100 etanol) 10’ar dakika bekletilerek, dehidrasyon saglanmistir. Daha
sonra orneklerin yuzeyine 1’er damla Hekzametildisiloksan (HMDS) damlatilarak
fiksasyon iglemi tamamlanmistir. Numuneler SEM analizine kadar +4°C’de
saklanmistir. SEM analizi 6ncesi 6rnekler platinle kaplanmis ve goruntileme

yapilmigtir.
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4. SONUG VE TARTISMA

4.1. PHBV ve Kurkumin Yukli PHBV Nanofibriler Yapilarin Elektrostatik
Egirme Parametreleri

Elektrostatik egirme yontemi ile 19 farkl formulasyon ve degisen elektrostatik
egirme parametrelerine ait degerler (Cizelge 4.1) kullanilarak uretilen PHBV ve
kurkumin yUkli PHBV nanofibriler yapilar taramali elektron mikroskobu yardimiyla
incelenmigtir. % 10, %13 ve %15 (w/v) PHBV ve %0.1, %0.25, %0.3, %0.5, %1 ve
%3 (w/v) Kurkumin konsantrasyonlarinda hazirlanan PHBV ve kurkumin yuklu
PHBV nanofibriler yapilardan en iyi morfolojiye sahip 9 6rnek secilerek, bu
orneklerin SEM analizleri yapilmistir. Analiz sonuglari, en dusik ortalama fiber
caplari ile en dizgin morfolojiye sahip nanofiberlerin Uretiminin asagida belirtilen

kosullarda gergeklestigini gostermistir

e PHBYV ¢ozelti konsantrasyonu : %10 (w/v)

e Kurkumin konsantrasyonu: %0.1, %0.3, %0.5 (w/v)
e Akig hizi: 0.01mL/dk

e Sinnga ignesii¢ ¢api: 0.4 mm

e \Voltaj: 17kV

e Calisma mesafesi: 20 cm

e Coziicu: Kloroform

o (Cozelti Karigtirma Siiresi: 24 saat

Cizelge 4.1. PHBV ve Kurkumin yukli PHBV Nanofibriler Yapilarin Elektrostatik

Egirme Parametreleri.

Formiilasyon PHBV Kurkumin Akis Voltaj | Galisma Fiber
Konsantrasyonu | Konsantrasyonu Hizi (kV) | Mesafesi | Morfolojisi
(wiv) (wiv) (mL/dk) (cm)
1 %10 - 0.05 10 17 | Boneuksuz,
diizgln
fiber yapisi
2 %10 - 0.05 17 oo | Boneuksuz,
diizgln
fiber yapisi
3 %13 - 0.05 10 15 Az
boncuklu
diizgln
fiber yapisi
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%15

0.05

13

20

Boncuksuz,
dizgln

fiber yapisi

%15

0.05

13

20

Boncuklu,
dizgln
olmayan

fiber yapisi

%10

%0.25

0.05

10

20

Az
boncuklu,
dizgln
olmayan
fiber yapisi

%10

%0.5

0.05

22

20

Az
boncuklu,
kismen
dizgln

fiber yapisi

%10

%1

0.05

10

15

Boncuklu,
kismen
dizgiln

fiber yapisi

%13

%3

0.05

10

17

Boncuklu,
diizgln
olmayan

fiber yapisi

10

%15

%1

0.05

22

23

Boncuklu,
yuzeyden
kalkmayan

fiber yapisi

11

%15

%0.1

0.01

13

20

Boncuksuz
dizgln ve
ipliksi
fiber yapisi

12

%15

%0.3

0.01

13

20

Boncuksuz
dizgln ve
ipliksi
fiber yapisi

13

%15

%0.5

0.01

13

20

Boncuksuz
diizglin ve
ipliks
fiber yapisi

14

%10

0.1

0.01

17

20

Boncuksuz
diizgln

fiber yapisi
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15 %10 0.3 0.01 17 20 Boncuksuz,

dizgun

fiber yapisi

16 %10 0.5 0.01 17 20 Boncuksuz,

dizgln

fiber yapisi

17 %24 0.1 0.01 15 20 Boncuklu,
dizgln
olmayan

fiber yapisi

18 %24 0.3 0.01 15 20 Boncuklu,
dizgln
olmayan

fiber yapisi

19 %24 0.5 0.01 15 20 Boncuklu,

dizgin

olmayan

fiber yapisi

Genel olarak Cizelge 4.1’de incelenen parametreler dikkate alindiginda ¢ozelti
konsantrasyonu, akis hizi, siringa ignesi i¢ ¢capi ve uygulanan voltaj degerlerindeki
azalma ile calisma mesafesindeki artmanin, daha disuk capli ve boncuksuz
fiberlerin GUretilmesini sagladigi gorulmustir. Cozelti icerisinde artan polimer ile
etken madde konsantrasyonu boncuklu nanofibriler yapilardaki boncuklarin
sayisinda artisa neden olmustur. Bu sonuglar, ayni zamanda literaturde belirtilen
cOzelti parametreleri ile elektrostatik egirme parametrelerinin fiber caplarina ve
morfolojilerine olan etkileriyle 6rtismektedir [49, 87]. Bu nedenle karakterizasyon
ve hucre kultaru ¢alismalarina ¢ézucu olarak kloroformun kullanildigi, %10 (w/v)
polimer konsantrasyonunda uretilen PHBV nanofibriler yapilar (Cizelge 4.1’de
formulasyon 2’ye ait veriler) ile yine ayni polimer konsantrasyonunda hazirlanmig
%0.1, %0.3 ve %0.5 (w/v) (Cizelge 4.1’de formulasyon 14, 15 ve 16’ya ait veriler)
kurkumin iceren PHBV nanofibriler yapilar kullanilarak devam edilmistir.

4.2. PHBV ve Kurkumin Yiikli PHBV Nanofibriler Yapilarin Karakterizasyon
Caligmalari

4.2.1. Morfolojik Analiz

PHBV ve kurkumin yukld PHBV nanofibriler yapilarin ylzey ve kesit morfolojileri ile
fiber caplari taramali elektron mikroskobu kullanilarak incelenmistir. Fiber gaplari

ayrica Image J programi kullanilarak hesaplanmis olup, minimum, maksimum ve
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ortalama fiber gaplari Cizelge 4.2°de, elde edilen SEM goruntileri ise Sekil 4.1, 4.2
ve 4.3'te verilmistir. Elektrostatik egirme parametreleri (akis hizi: 0.01mL/dk,
siringa ignesi i¢ ¢api: 0.4mm, uygulanan voltaj: 17kV, calisma mesafesi: 20cm) ile
polimer ¢ozelti konsantrasyonu (%10 (w/v)) sabit tutularak, degisen kurkumin
konsantrasyonuna (%0.1, %0.3 ve %0.5 (w/v)) bagli olarak Uretilen nanofiberlerin
SEM goruntuleri 20000x ve 40000x magnifikasyonlarda alinmistir. Ylzey ve kesit
SEM goérintileri yiksek gozeneklilie sahip nanofibréz yapilarin elde edildigini
ortaya koymaktadir. Elde edilen rastgele ydnlenmis nanofiberler dizguln,
boncuksuz ve homojen dagilimh olup, ortalama fiber ¢apinin kurkumin igermeyen
PHBV nanofiberlerde 519 nm ile en ylksek degere, %0.5 (w/v) kurkumin iceren

PHBV nanofiberlerde ise 207 nm ile en duslik dedere sahip oldugu gortlmastur.

Cizelge 4.2. Elektrostatik egirme yontemi ile Uretilen PHBV ve farkli

konsantrasyonlarda kurkumin iceren PHBV nanofiberlerin ¢ap analizi.

Minumum Ortalama Maksimum
Nanofibriler Yapilar Nanofiber Capi Nanofiber Capi Nanofiber Capi
(nm) (nm) (nm)
PHBV 255 519+15 838
PHBV/(0.1)Cur 174 304194 598
PHBV/(0.3)Cur 50 215448 315
PHBV/(0.5)Cur 151 207156 259

Kurkumin miktarindaki artis nanofiberlerin hem morfolojilerinde hem de fiber
¢aplarinda 6nemli bir degisiklige yol agcmistir. Kurkumin konsantrasyonundaki artis
ile birlikte ortalama fiber c¢apinda azalma ve fiber morfolojisinde bozulma
g6zlenmistir (Cizelge 4.2, Sekil 4.1, 4.2, 4.3). Ozellikle kurkumin igermeyen PHBV
nanofibriler yapilar ile kiyaslandiginda %0.5 (w/v) kurkumin igeren PHBV
nanofibriler yapilarda (Cizelge 4.2) ortalama nanofiber ¢apinda oldukga belirgin bir
dusus yasanmistir. Boylelikle nanofibriler yapilarin yizey alani/hacim orani

artmistir.

Kurkumin miktarindaki artisa paralel olarak fiber ¢apinda goézlenen azalma,

kurkumin yuklid PHBV c¢ozeltilerinin elektriksel iletkenligi ile ylUklenen ilacin
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plastiklestirici Ozellik gostermesi ile acgiklanabilir. Polimer c¢ozeltilerinin sahip
oldugu iletkenlik ve viskozite nanofibriler yapilarin gap ve morfolojilerine etki eden
iki 6nemli parametredir [15]. Suwantong ve arkadaslarinin yaptigi calismada,
polimer c¢ozeltisi icerisindeki kurkumin miktarindaki artig ile birlikte polimer
cOzeltilerinin elektriksel iletkenliginin de arttigr bildirilmistir [98]. Elektriksel
iletkenlikteki bu artisin da ortalama fiber c¢aplarinin dismesine neden oldugu
belirtiimistir. Yine Souza ve arkadaslarinin yapti§i calismada, PHBV ¢dzeltilerine
yuklenen ilacin plastiklestirici (plasticizer) gibi davranarak PHBV nanofiberlerin
fleksibilitesini artirdigi ifade edilmistir. Plastiklestiriciler, polimer zincir ayrimina
neden olarak molekuller arasi etkilesimleri azaltarak, mobiliteyi artiran
malzemelerdir. Ayni zamanda bu katki malzemeleri polimer zincirinin
fleksibilitesini, kirilma direncini ve dielektrik sabitini arttirirken; sertlik, viskozite,
yogunluk, deformasyon gerilimi vb. parametreleri de azaltmaktadir. Ek olarak
polimerin kristalinitesi, biyolojik degredasyon direnci ve optik 6zelliklerine de etki
etmektedir [103]. Dolayisiyla PHBV nanofiberlere eklenen kurkumin miktarinin
artisi, fiber cap ve morfolojisinde yapilan morfolojik analiz ve nanofiber cap

analizine ait veriler, literatlr galismalariyla da desteklenmektedir.
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Sekil 4.1. PHBV ve kurkumin yukliG PHBV nanofiberlerin SEM gdruntileri:
(@) PHBV, (b) %0.1 (w/v) Cur yikli PHBV, (c) %0.3 (w/v) Cur yukli PHBYV,
(d) %0.5 (w/v) Cur yukli PHBV nanofiber. Goruntiler 20000x magnifikasyonda
alinmistir.
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Sekil 4.2. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofiberlerin SEM gdruntileri:
(@) PHBV, (b) %0.1 (w/v) Cur yukld PHBV, (c) %0.3 (w/v) Cur yukli PHBYV,
(d) %0.5 (w/v) Cur yuklid PHBV nanofiber. Gortnttler 40000x magnifikasyonda
alinmigtir.
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Sekil 4.3. PHBV ve kurkumin yikli PHBV nanofibriler yapilara ait kesit gértntileri:
(& PHBV, (b)%0.1 (w/v) Cur yukli PHBV, (c) %0.3 (w/v) Cur yukli PHBV,
(d) %0.5 (w/v) yukli PHBV nanofiber.
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4.2.2. Mekanik Test

Polihidroksialkonatlar, biyopolimerler ailesinde bulunan, ylksek biyouyumluluk ve
biyodegredasyon gibi 6zellikleri sayesinde son donemlerde doku muhendisligi ve
biyoplastik uygulamalarinda oldukga fazla tercih edilen polimerlerdir. Bu ailenin
icinde bulunan polihidroksibutiratlarin yaygin olarak kullanilmamalarinin nedeni
dusuk termal stabiliteye sahip olmalari ile yuksek derecede kirilganlk
gOstermelerinden ileri gelmektedir. Bu nedenle polihidroksibatiratlar genellikle
polihidroksivaleratlarla belirli oranlarda karigtirilarak kopolimerleri hazirlanmakta

ve bdylece dusiuk termal stabilite ve zayif mekanik 6zellikleri arttirilmaktadir [104].

Dokunmamis (non-woven) fiber malzemelerin mekanik &zellikleri birden ¢ok
parametreye baglidir. Bunlar polimerin yapisi ve 6zellikleri, nanofiber yogunlugu,
nanofiberlerin ortalama c¢aplari, elektroedirme sirasinda nanofiberler arasinda

olusan hasarlar ve nanofiber vizkozitesi olarak siralanabilir [105].

PHBV ve %0.1, %0.3, %0.5 (w/v) kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilardan
ASTM D683-tip V standartlarina uygun olarak kesilen orneklerin mekanik
Ozellikleri ¢ekme-uzama testi sonrasi degerlendirilmistir (n=3). Sekil 4.4’te
orneklere uygulanan kuvvet (stress (MPa)) miktarindaki artisa bagli olarak
orneklerin % uzama (strain (%)) miktarlari grafige gegirilmis ve stress-strain egrileri
elde edilmistir. Sekil 4.4 ve Cizgelge 4.3’e ait veriler dikkate alindiginda érneklere
uygulanan kuvvet miktarina bagli olarak en fazla % uzama, kopmadaki kuvvet ve
kopmadaki uzama degerlerine PHBV nanofibriler yapilarda rastlanmigtir. PHBV
nanofibriler yapilardaki kurkumin miktarinin artisina bagh olarak kopmadaki uzama
ve kopmadaki kuvvet degerlerinde azalma gorulmastir. Diger bir ifadeyle
kurkumin yUkliG ve yukli olmayan PHBV nanofiberlerin mekanik &zellikleri
kargilastirildiginda kurkuminin yapiya eklenmesiyle birlikte nanofiberlerin mekanik
Ozelliklerinde azalma go6zlenmistir. SEM goruntlilerinden de anlagilacagr gibi
yaplya eklenen etken madde konsantrasyonunun artigi fiberlerin c¢aplarini
azaltirken yapilarinda bozulmalara sebep olmustur. Nanofiberlerin ¢aplarindaki
azalma ile birlikte mekanik Ozelliklerin de azaldigi goézlenmigtir. Sekil 4.4'ten
anlasilacagi gibi kurkumin miktarindaki artigla birlikte nanofiberlerin kopmasi igin
gereken kuvvet azalirken, sertliklerinin de azaldigi gorulmektedir. Elastik modulus
ve kopma kuvvetleri Cizelge 4.3’te verilmistir.
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Cizelge 4.3. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilara ait fiber

kompozisyonu, Elastik modulus degerleri ve kopma kuvvetleri.

Nanofibriler Fiber Emod Fbreak
yapilar Kompozisyonu (MPa) (MPa)
PHBV %10 PHBV 6.10 5.8
PHBV/(0.1)Cur %10 PHBV 4.81 4.4
PHBV/(0.3)Cur %10 PHBV 2,12 1.95
PHBV/(0.5)Cur %10 PHBV 1,87 1.56

Bu durum PHBV nanofibriler yapilara eklenen farkh konsantrasyonlardaki
kurkuminin bu nanofibriler yapilarin mekanik 6zelliklerini etkiledigini gdstermistir.
PHBV nanofibriler yapilardaki kurkumin miktarindaki artisa baglh olarak % uzama,
kopmadaki uzama ve kopmadaki kuvvet degerlerindeki azalmalar dikkate
alindiginda, kurkuminin PHBV kopolimerinin zincirleri arasina girerek ana

zincirdeki molekul etkilesimlerini azalttigi dugtnulmektedir.
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Sekil 4.4. PHBV ve farkl konsantrasyonlarda kurkumin yuklid PHBV nanofibriler
yapilarin gekme-uzama (stress-strain) egrilerinin karsilastirilmasi.
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4.2.3. ATR-Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (ATR-FTIR)

PHBV, kurkumin ve kurkumin yukla PHBV nanofibriler yapilarin kimyasal yapi
analizlerinin degerlendiriimesinde ATR-FTIR spektrumlarindan yararlaniimigtir.
Sekil 4.5, Sekil 4.6 ve Sekil 4.7 sirasiyla PHBV nanofibriler yapilara, kurkumine ve
kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilara ait spektrumlar gostermektedir. PHBV
nanofibriler yapilarin spektrumunda rastlanan 800-975 cm™ karakteristik bant
arali§i simetrik —C-O-C- gruplarinin varli§ina, 1060-1150 cm™de rastlanan bant
arali§i ise asimetrik —C-O-C- gruplarinin varli§ina isaret etmektedir. 1720 cm™de
gOzlenen kuvvetli pik sature edilmis ester (C=0) gruplarinin absorpsiyonuna,
2800-3000 cm™ gerilme bantlari ise —CH3 gruplarina karsilik gelmektedir (Sekil
4.5) [106].

Kurkumin spektrumunda 3508, 1626, 1508, 1428, 1271, 1023, 959, 806 ve 711
cm™ en 6nemli pikler olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 4.6). 3200-3600 cm™
bant araligi ile 3508 cm™de gdzlenen kuvvetli pik kurkuminin hidroksil (-OH)
gruplarinin varligina isaret etmektedir [111]. 1620-1650 cm™ bant aralijinda C=0
ve C=C gruplarina rastlanmaktadir. 1350-1512 cm™ bant arali§i alkan gruplarinin
varhigini (-CHs) gdstermektedir. 1508 cm™de gdzlenen kuvvetli pik simetrik
aromatik halka (C=C) gerilimine dikkat cekmektedir. Ayrica enol (C-O) pikine 1271
cm™de rastlanmaktadir. Eter (C-O) grubunun varlig§i ise 1000-1260 cm™ gerilme
bantlari ile karsimiza ¢cikmaktadir. Yaklasik olarak 1162 cm™ civarinda karsilasilan
spektrum, kurkumin igin C-O gerilme bandi vibrasyonunu karakterize etmektedir.
Bunlarin disinda benzoat trans-CH vibrasyonuna 959 cm™de rastlanirken,

aromatik halkanin cis-CH vibrasyonu 711 cm™de gériilmektedir [107].

Kurkumin yukli PHBV nanofiberlerin spektrumlarinda (Sekil 4.7), Kurkumin’in
karakteristik pikine 3437 cm™de rastlanmistir. Sekil 4.7 ve Sekil 4.8'dan elde
edilen sonuglar PHBV nanofiberlere etken maddenin basarli bir sekilde

yuklendigini dogrulamaktadir.
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Sekil 4.8. PHBV nanofibriler yapilara, kurkumine ve %0.5 (w/v) kurkumin yUklu
PHBYV nanofibriler yapilara ait FTIR analizi.
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4.2.4. X-Isinlan Difraktometresi (XRD)

PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilar arasindaki kristal yapi
degisiminin aydinlatilabilmesi amaciyla, kristalografik analizler X-Iginlari
difraktometresi yardimiyla yapilmistir). Literatur calismalarinda, PHBV’nin
yapisindaki HV (hidroksivalerat) icerigine bagli olarak PHBV’nin poli(3-
hidroksibutirat) veya poli(3-hidroksivalerat) kristal 6rglye kristallendigi bildirilmigtir
[105, 108]. Buna gore PHBV, kopolimerdeki HV icerigi %50 mol'den duslk
oldugunda PHB, %50 molden ylksek oldugunda PHV kristal 6rgusu igerir [105,
108]. Bu g¢alismada kullanilan PHBYV kopolimerleri agirlikca %5 ve %9 HV igerigine
sahip oldugu icin PHB kristal érglustinde kristallenir ve PHB’nin kristal yapisina

benzer ortorombik birim hucreler gosterir.
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Sekil 4.9. PHBV ve farkli konsantrasyonlarda (% 0.1, %0.3, %0.5 (w/v)) kurkumin
yukli PHBV nanofibriler yapilarin XRD paternleri
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Sekil 4.9'da PHBV ve kurkumin yuklu PHBV nanofibriler yapilarin XRD paternleri
verilmigtir. PHBV nanofiberler yaklagik 26=14° ve 26=18° agilarinda iki kuvvetli pik
gOstermistir. Yaklasik 14°, 17°, 21°, 22°, 26°, 27.5° ve 30.5”de gb6zlenen
difraksiyon pikleri PHBV’nin heliks lamellar alfa konformasyonuna ve sirasiyla
(020), (110), (101), (111), (121), (040) ve (002) kristalografik duzlemlerine
atfolunabilir [105]. Literaturde kurkumine ait difraksiyon pikleri 8.43°, 11.76°,
14.14°, 16.91°, 17.87°, 20.80°, 23.10°, 24.21°, 25.24°, 26.98° ve 27.86°(26=10°-
30° araligi) olarak bildirilmistir [109]. PHBV nanofiberlerle karsilastirildiginda,
kurkumin ydkli nanofiberlere ait patternlerde PHBV’nin karakteristik olan iki
kuvvetli pikinin (26=14° ve 26=17°) siddetlerinde belirgin bir azalma gézlenmistir.
Kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilarda 0°-9° dereceler arasinda gézlenen pik
siddetlerinde azalma ile Ozellikle 0.3 (w/v) kurkumin yukli PHBV nanofibriler
yapilarda 0°-10° ve 15°-26° arasinda belirgin bir sekilde gozlenen genis pik
gerilimleri, PHBV nanofiberlere kurkuminin eklenmesinden sonra amorf kurkumin

fazinin karakteristik 6zelligine isaret ettigi dustintlmektedir [109].

4.2.5. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC)

Kristalinite, biyobozunur polimerlerin fiziksel 6zelliklerine ve biyodegredasyon
oranlarina etki eden en 6nemli parametrelerden biri olup, bu polimerlerin
kristalinite derecesi hakkinda bilgi verir. Bu ¢alismada PHBV ve kurkumin yukla
PHBYV nanofibriler yapilarin termal karakterizasyonu DSC yardimiyla yapilmigtir ve
kristalizasyon davraniglari incelenmigtir. Sekil 4.10, PHBV, % 0.1, %0.3 ve %0.5
(w/v) kurkumin yUklG PHBV nandfibriler yapilara iliskin DSC termogramlarini
gostermektedir. PHBV nanofiberlere ait DSC termograminda yaklasik 140°C ve
160°C’de gozlenen pikler, endotermik erime piklerini belitmektedir. PHBV ve %
0.1, % 0.3 ve % 0.5 (w/v) ila¢g yukli PHBV nanofiberlerin DSC termogramlari
benzer olup, PHBV’ye ait DSC termogramiyla karsilastirildiginda ila¢ yukld PHBV
nanofibriler yapilardaki kurkumin miktarina bagh olarak kopolimerin erime
noktasinda (Tn) bir miktar degisiklik gézlenmistir. Kurkumin yukli PHBV
nanofibriler yapilarda T, ve AH,, degerlerinde (DSC termogramlarinda egri altinda
kalan alanlarda meydana gelen azalmalar ile) gdézlenen degisiklere ek olarak XRD
calismalari da dikkate alindiginda PHBV’nin kristalinite derecesinde bir miktar
degisiklik oldugu dusunulmektedir [109].
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Sekil 4.10. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibrilere yapilara ait DSC
termogramlari

Literatirde PHBV kopolimerine yuklenen ilacin plastiklestirici etki gosterdigi
¢calismalar mevcuttur, ayni zamanda polimerlerin ylksek kristalinitesi nedeniyle
polimere ait Ty degerinin belirlenemeyebildigi bildiriimigtir [110]. Ayrica etken
madde olarak kurkuminin bazi semi-kristalin polimerlerin kristalinitesini azalttigina

iliskin ¢galismalar da mevcuttur [109].

4.2.6. In Vitro Kurkumin Salim Galigmalari

Polimer ¢ézinmesi genellikle polimer tarafindan suyun absorbsiyonu, buna bagl
olarak sisme ve sonrasinda polimer zincirlerinin ayrilmasi ile baslayan ve polimerin
yikimina kadar uzanan prosesleri igerir. Absorpsiyon ve sisme proseslerinde
genellikle polimere yiUklenen ilaglarin salimi igin kanallar olugturulur. Olusturulan
bu kanallar aracihdiyla salim profillerinde de gézlenen hizli ilag salim evresi (burst
release profile) baslar. Polimer zincirlerinin birbirinden ayriimasiyla baslayan diger
evrede ise, bu kanallarin yikimiyla birlikte ilacin daha yavas ve kontrolll bir sekilde
salimi gergeklesir. Bu nedenle, ilag salimi difizyon ve polimerlerin yikiminin

kombinasyonuyla kontrol edilir [111].
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Sunulan ¢alisma kapsaminda hazirlanan PHBV nanofibriler yapilara farkl
oranlarda etken madde (%0.1, %0.3 ve %0.5 (w/v)) yuklenmigtir. Farkh
formulasyonlardaki PHBV nanofibriler yapilardan kurkuminin salim profilleri UV-vis
spektrofotometre kullanilarak tayin edilmistir. Kurkumin yikli PHBV nanofibriler
yapilardan kurkuminin in vitro salim profillerinin tayininde Sekil 4.11°’de verilen
kalibrasyon grafiginden yararlaniimistir. Kurkuminin nanofibriler yapilardan
kimulatif salimi (ppm ve %) zamanin fonksiyonu olarak elde edilmistir (Sekil 4.12
ve Sekil 4.13).
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Sekil 4.11. Kurkumin’e ait kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.12. Kurkumin yUkli PHBV nanofibriler yapilardan kurkuminin in vitro salim
profili

100
90
80
70
60

50 PHBV(0.1)/Cur

—
—O— HO— —
L

10 - PHBV(0.3)/Cur

Toplam Salim (%)

30 PHBV(0.5)/Cur

20

[ == ot —
———re—I
—_—— — —

10 [

0 50 100 150 200 250 300 350
Zaman (dk)

Sekil 4.13. Kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilardan kurkuminin in vitro salim
profili
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Elde edilen in vitro salim profili kurkuminin PHBV nanofibriler yapilardan surekli
salimini dogrulamistir (Sekil 4.12, Sekil 4.13). ilk 30 dakika iginde gerceklesen
hizli kurkumin salimini (burst release) takiben daha yavas ve kontrolli bir salim
hizi gézlenmigtir. ilag yUklli polimer bazh bir matriksten bir ilacin in vitro salimi,
genellikle baslangigta hizli bir gekilde (initial burst release) gerceklesmektedir
[112]. Bu salimi takiben daha kademeli bir salim periyodu izler. Nanofiberlerin
ylzeyine tutunan veya yuzeye zayif baglar ile bagl olan ila¢g molekulleri daha
yuksek difizyon oranina sahiptir ve bu molekiiller baslangi¢ periyodunda hizh bir
sekilde salinmaktadir. Daha yavas (kontrolli) olan ilag salim periyodunda ise
yuzeyde olmayan ila¢g molekullerinin ylzeye ulasabilmesi (bazi polimer birimlerinin
degredasyonunu gerektirdigi icin) daha uzun zaman almaktadir. Bu nedenle salim
hizi ve orani daha diasmektedir [113]. 15. dakikanin sonunda buatin nanofibriler
yapilardan salinan kurkumin miktarinin birbirine yakin oldugu gozlenmis olmakla
birlikte, 300. dakikanin sonunda kurkuminin bu nanofibriler yapilardan kumdulatif
salim yuzdelerinin %45 ile %80 arasinda degistigi ve en fazla salimin %80 salim
yuzdesi ile %0.5 (w/v) kurkumin iceren PHBV nanofibriler yapilarda oldugu
belirlenmistir. Diger bir ifadeyle kurkuminin baslangi¢ yukleme oranlari arttikga
etken maddenin ortama salinan miktarinda énemli oranda artis gézlenmistir (Sekil
4.12, Sekil 4.13). Nanofibriler yapilardaki kurkumin icerigindeki artis salim hizini
arttirmistir. Bu sonuc c¢esitli faktorlerle aciklanabilir. Nanofiber yapilarin icerigindeki
kurkumin miktarindaki artigla birlikte gdzlenen nanofiber ¢apindaki disus (daha
yuksek yuzey alani/hacim orani), daha yuksek su tutma kapasitesi ve daha hizli
biyodegredasyon kurkuminin nanofiber yapilardan daha hizli salimina sebep
olmustur [89, 98, 100].

4.2.7. Su Tutma Kapasitesi

PHBV ve % 0.1, 0.3 ve 0.5 (w/v) kurkumin yukli PHBV nanofiber yapilarin su
tutma kapasiteleri zamanin fonksiyonu olarak grafige gegcirilmis ve elde edilen
grafik Sekil 4.14’te verilmistir. ilag yiikleme ve baslangig ilag yiikleme oranindaki
artisla Dbirlikte nanofiberlerin su tutma kapasitesinde 6nemli oranda artis
g6zlenmigtir. 6 saatlik zaman periyodunda incelenen % sisme oranlari
karsilagtinldiginda % 0.1, 0.3 ve 0.5 (w/v) kurkumin igeren PHBV nanofibriler
yapilarin su tutma kapasiteleri benzer sonuglar gostermekle birlikte, PHBV

nanofibriler yapilara nazaran sisme oranlarinin ortalama %300 arttig
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gorilmektedir (Sekil 4.14). llag yiikli nanofiber yapilarda kurkumin miktarina bagli
olarak su tutma kapasitesindeki bu artig, XRD analizlerinden elde edilen verilerle
ortismektedir. Kristalinitede g6zlenen azalmanin, ilag yukli nanofiber yapilarin su

tutma kapasitesini artirdigi dugunulmektedir.
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Sekil 4.14. PHBV ve farkh konsantrasyonlarda (% 0.1, % 0.3 ve %0.5 (w/v))
kurkumin yUukli PHBYV nandfibriler yapilarin % sisme dereceleri.

4.2.8. In Vitro Biyodegradasyon Caligmalari

PHBV ve kurkumin yiiklii PHBV nanofibriler yapilarin 37°C’de, 3 mg lizozim (10*
unit/mL) ve 10 ml PBS iceren (pH 7.4, 0.1M) ¢dzelti ortaminda 14 gliin boyunca
degredasyonu takip edilmis ve elde edilen yuzdece kalan agirlik verileri Sekil
4.15te sunulmustur. 14 gunlik degredasyon periyodunda incelenen tim
nanofibriler yapilarda devamli ve énemli bir agirlik kaybi gézlenmistir. 4.glinden
itibaren ylUzey defektleri, kivrilma, fiber agregasyonu gibi belirgin morfolojik
degisimler gozlenmeye baslanmis olup 14 gunluk biyodegredasyon periyodu
boyunca devam etmistir.

14 gunun sonunda PHBV ve kurkumin yuklt PHBV nanofibriler yapilarin agirlik
kaybi benzer olmakla birlikte, 4. ve 10.gunler arasindaki periyotta kurkumin yuklu

PHBV nanofibriler yapilarin biyodegredasyonu, PHBV nanofibriler yapilardakine

nazaran daha hizli bir sekilde gerceklesmistir. Ayni zamanda biyodegredasyon
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sonuglari, kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilardaki kurkumin miktarindaki
artisin belli bir noktaya kadar bu nanofibriler yapilarin degradasyon hizini

artirdigini ortaya koymaktadir [112].
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Sekil 4.15. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilarin PBS-lizozim
cOzeltisi icerisindeki in vitro degredasyonu

4.3. PHBV ve Kurkumin Yukli PHBV Nanofibriler Yapilarin Hiicre Kiiltiiri
Caligmalari

Tez calismasinin son asamasinda hazirlanan nanofibriler yapilarin hucreler ile
etkilesimi  incelenmigtir. Bu amacgla biyouyumluluk testleri ile hucre
yapisma/proliferasyon calismalari yapilmistir. In vitro sitotoksisite testi (MTT) ile
hidcre tutunma ve proliferasyon galismalarinda L929 fare fibroblast hicre hatti
kullanilmigtir. MTT testi, huacre canliidinin belirlenmesinde kullanilan kolorimetrik
bir yontemdir. Bu yontem, metabolik olarak aktif hicrelerin mitokondrilerinden
sekrete olan dehidrogenaz enzimleri yardimiyla sari renkli tetrazolium tuzunun (3-
(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide), suda ¢dziinmeyen
mor renkli formazan kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir [100]. MTT analizi
sonras! olugsan formazan kristallerinin yogunlugu, ortamda bulunan canli hlcre
sayisi ile orantilidir. Bu nedenle, in vitro sitotoksisite ve hucre proliferasyon
¢alismalarinda hicre canliliginin belirlenmesinde bu yontemden yararlaniimistir.

Hucre proliferasyonu ayrica SEM analizleri ile de incelenmisgtir.
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4.3.1. In Vitro Sitotoksisite Testi (MTT)

Tez calismasi kapsaminda hazirlanan nanofiber yapilarin biyouyumluluk testleri
gerceklestiriimistir. Bu amagla L929 fare fibroblast hicrelerinin PHBV ve kurkumin
yukli PHBV nanofiber yapilarin ekstraksiyon vasati ile 24 saatlik inkibasyon
sonrasi hucre canlihd@r MTT testi ile incelenmigtir. L929 fare fibroblast hicrelerinin
taze kiltur vasati (Kontrol: TCPS) ve PHBYV ve kurkumin yukld PHBV nanofibriler
yapilarin ekstraksiyon vasati ile 24 saatlik inkiibasyonunu takiben elde edilen

yuzde htcre canlihgi Sekil 4.16’da verilmistir.
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Sekil 4.16. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilar Gzerinde kultlre
olmus L929 fare fibroblast hucrelerinin % hucre canlhihgi.

PHBV ve %0.1, %0.3 ve %0.5 kurkumin yUkli PHBV nanofibriler yapilarin
ekstratlari ile kultire edilmis hdcrelerin - % canhhdi, kontrol grubuyla
kargilastirildiginda benzer sonuglar gostermekle birlikte, bu sonuglar hazirlanan
nanofibriler yapilarin L929 fare fibroblast hicre hattina toksik etki gostermedigini
ortaya koymustur. Kontrol grubuyla yapilan karsilastirmada htcre canhhgi PHBV
ve %0.1 (w/v) Kurkumin igeren PHBV nanofibriler yapilarin ekstraksiyon vasatinda
bir miktar azalmakla birlikte, %0.3 ve %0.5 (w/v) Kurkumin iceren PHBV

ekstraksiyon vasatinda htcre canliligi artis gostererek kontrol grubundan da daha
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yuksek seviyede c¢ikmistir. Bu durum, belli konsantrasyonun uUstiunde ¢ozelti
ortamina salinan kurkuminin hicre gogalmasini aktive ederek, % huicre canhligini
artirdigini  goéstermektedir. Kurkumin konsantrasyon-bagimli  antienflamatuar,
antioksidan ve antikarsinojenik aktiviteleri iceren genis bir farmakolojik etkinlik
spektrumuna sahiptir. Kurkumin g¢esitli hicrelerde doza-bagimli olarak apoptozu
indUkleyebilir. Kurkuminin sitotoksik etkileri (%50’den az hicre sagkalimi), sadece
yuksek konsantrasyonlarda (yaklasik 25 upM/L Cur) gézlenmistir [96]. Tez
kapsaminda hazirlanmisg olan kurkumin yUkli nanofibriler yapilarin icerdigi
kurkumin konsantrasyonunun literatirde belirtilen sitotoksik konsantrasyonun

altinda oldugundan dolayi herhangi bir sitotoksik etki gdozlenmemistir.

4.3.2. Hiucre Tutunmasi ve Proliferasyonu

PHBV nanofibriler yapilar Uzerindeki hicre tutunma/proliferasyonu biyokimyasal
analizler ve SEM analizleri ile incelenmigtir. PHBV ve Kurkumin yukla PHBV
nanofibriler yapilarin L929 fare fibroblast hlcreleri ile 14 gunlik inkibasyonu
sonunda bu yapilar Gzerindeki hiicre tutunma/proliferasyon SEM gorintileri Sekil
4.17'de verilmigtir. SEM analizleri bu hucrelerin PHBV ve kurkumin yukla PHBV
nanofibriler yapilar Gzerinde ylksek oranda tutundugunu ve prolifere oldugunu
gOstermektedir. Proliferasyon sonuclari hazirlanan bu nanofibriler yapilarda artan
kurkumin konsantrasyonunun, L929 fare fibroblast hicrelerinin proliferasyonunu
destekledigini ortaya koymaktadir. Bu durum artan kurkumin konsantrasyonu ile

fiber capindaki azalma ile agiklanabilir [113, 114].

Ayni zamanda tum nanofibriler yapilarda fiber morfolojilerinde énemli bir degisiklik
g6zlenmekle birlikte, en fazla degisiklige % 0.5 (w/v) Kurkumin yukli PHBV
nanofibriler yapilarda rastlanmistir. Kurkumin konsantrasyonunun artmasiyla
nanofibriler yapilarda gézlenen purGzluligin de artmasi, hucrelerin bu yapilara
daha ylUksek oranda tutundugunu gdstermektedir. 7 gunlik inklibasyon sonrasi
nanofiber yapilarin morfolojilerinde zaman zaman agregasyon seklinde ortaya
¢clkan daha kalin tabakalarin varligi, hazirlanan bu nanofibriler yapilara hicresel

penetrasyon ve enfiltrasyonun gergeklestigini dogrulamistir.
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Sekil 4.17. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilar Gzerinde kultlre
olmus L929 fare fibroblast hucrelerinin 14 gunlik SEM goruntuleri: (a)PHBV,
(b)% 0.1 (w/v) Cur yukli PHBV, (c) ve (d)% 0.5 (w/v) Cur yukli PHBV. Géruntuler
farkli magnifikasyonlarda alinmigtir.

0,3

0'15 I I I I I
0
% 0.3 % 0.5

Kontrol PHBV % 0.1

]
o]
93]

o
%]

Optik yogunluk (570 nm)
[=]

o
o
[

Sekil 4.18. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilara ekilen L929 fare
fibroblast hucrelerinin proliferasyonu. Hucreler 7 gin sireyle %0.1, %0.3 ve
%0.5 (w/v) Kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilar ve TCPS substratlariyla
(Kontrol) kulttre edilmigtir. Proliferasyon derecesi, MTT testi ile dlgilmustur.
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Sekil 4.19. PHBV ve kurkumin yukli PHBV nanofibriler yapilara ekilen L929 fare
fibroblast hicrelerinin proliferasyonu. Hucreler 14 gun sureyle %0.1, %0.3 ve %0.5
(w/v) kurkumin yakld PHBV nanofibriler yapilar ve TCPS substratlariyla (Kontrol)
kultare edilmigtir. Proliferasyon derecesi, MTT testi ile dlgUimustar.

Hucre proliferasyonunun biyokimyasal testler ile ileri analizi gerceklestiriimistir. Bu
amagcla MTT testi uygulanmistir. Optik yogunluk dederlerinin grafige geciriimesiyle
olusturulan Sekil 4.18 ve Sekil 4.19 kurkumin yUkli PHBV nanofibriler yapilar
uzerine ekilen L929 fare fibroblast hicrelerinin proliferasyonunu farkli zaman
araliklarinda gostermektedir. 7 gunlik inkibasyon sonrasi, PHBV ve farkh
konsantrasyonlarda (%0.1, %0.3 ve %0.5 (w/v)) kurkumin iceren nanofibriler
yapillarda optik yogunluk benzer olmakla birlikte, kontrol grubuyla
kargilastirildiginda optik yogunlugun belirgin bir sekilde arttigi gorulmektedir
(p<0.05). Bu durum, PHBV ve farkli konsantrasyonlarda kurkumin iceren PHBV
nanofibriler yapilarin L929 fare fibroblast hiicrelerine karsi toksik bir etkisinin
olmadigini, aksine bu nanofibriler yapilarin hicre tutunmasi, buyimesi ve
proliferasyonu destekledigini ortaya koymaktadir [96, 98]. Kontrol grubuyla
kiyaslandiginda nanofibriler yapilar Gzerinde hucre proliferasyonunun artmasinin
nedeni, nanofibriler yapilarin artan ylzey alani/hacim orani ile sahip olduklari
yuksek gozenekli yapi ile aciklanabilir. 14 gunlik inkubasyon sonrasi (Sekil 4.19),
kontrol grubu (TCPS) ile kurkumin icermeyen ve kurkumin yUkli nanofibriler
yapilar Uzerinde kultire olan fibroblast hiicre yogunlugunun 7.gline nazaran hem

kontrol grubunda hem de butin nanofibriler yapilarda 6nemli Olgude arttigi
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gOzlenmektedir. Bu slUre sonunda kurkumin igerenlere nazaran kurkumin
icermeyen nanofibriler yapilarda optik yogunlukta gobzlenen daha az artis,
PHBV’nin hidrofobisitesinin yani sira kurkumin igeren nanofibriler yapilara nazaran
daha ylUksek ortalama fiber ¢aplari ile agiklanabilir. Hidrofobisite, biyomateryallerin
biyolojik performansina (hlucre tutunmasi, gogalmasi, proliferasyon vb.) etki eden
en onemli ylzey Ozelliklerinden biridir [115]. Her ne kadar hem PHBV hem de
kurkumin hidrofobik 6zellik géstermesine ragmen kurkumin miktarindaki artisa
badli olarak saglanan daha ylksek ylzey alani/hacim orani ile hucrelere
nanofibrilere yuzeylere tutunabilecekleri ve prolifere olabilecekleri ortamin
yaratildigr dusunulmektedir. Ayrica diger nanofibriler yapilarla kiyaslandiginda,
%0.1 kurkumin iceren PHBV nanofibriler yapilardaki optik yodunlugun daha az
artis gostermesinin nedeni olarak da, kurkuminin bu yapilardan in vitro saliminin
%0.3 ve %0.5 (w/v) kurkumin iceren PHBV nanofibriler yapilara kiyasla daha
dusuk olmasi gosterilebilir. Kurkumin salim ¢alismalari, nanofibriler yapilarda artan
kurkumin konsantrasyonuna bagh olarak kurkuminin bu yapilardan salim hizinin
da arttigini goéstermektedir. Dolayisiyla kurkumin yUkli bu nanofibriler yapilarin

hidcre uyumlulugu kurkuminin bu yapilardan surekli salimina dayandirilabilir.
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