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BITKi EKSTRAKTI iCEREN POLIMERIK NANOFIBER
MEMBRANLARIN URETIMI VE YARA IYILESMESI ICIN KULLANIM
POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Insan viicudunun en genis organi olan epidermis, dermis ve subkutis (deri alt1) olmak
tizere li¢ tabakadan olusan deri, viicudu sararak diger organlar1 mekanik ve kimyasal
dis etkilerden koruyan bir bariyer olarak gérev yapar. Bu tabakalarin bir veya birden
fazlasinda olusan hasarlar yara olarak adlandirilir. Ozellikle yanik yaralanmalarinda
deri tabakalar ciddi hasar goriir. Yaranin tipine bagli olarak ¢ok cesitli yara oOrtiileri
mevcuttur/gelistirilmektedir. Yara oOrtlileri, medikal tekstillerin giderek biiyiiyen
onemli bir alamidir. Ozellikle, son yillarda gok sayida fonksiyonel polimerik yara
ortiileri yara iyilesme siirecini hizlandirmak ve deri dokusunun rejenerasyonunu en iyi
sekilde saglamak icin kullanilmaya baslanmistir. Polimerik yara ortiileri genellikle
yara iyilesmesini hizlandiracak bir veya birden ¢ok bilesen igerir. Biyolojik kaynakli
biyomolekiillerin yanm1 sira bitkisel kaynakli ekstraktlarin kullanimi1 da oldukca
yaygindir.

Bu tez calismasinda, yanik yaralarinin iyilesmesinde etkili oldugu bilinen Echium
italicum (kurt kuyrugu, EIE) bitkisinden ekstraksiyon yolu ile elde edilen aktif
bilesenlerin biyobozunur poli(laktik-ko-glikolik asit) ~ (PLGA) kopolimerine
yiiklenmesi ile kullanim1 kolay ve etkili bir yara oOrtiisii gelistirilmesi amaglanmistir.
Farkli miktarlarda EIE (agirlik¢a 10, 12, 15, %20) igeren PLGA ¢dzeltileri kullanilarak
nanofiber yapisinda membranlar elde edilmistir. ATR-FTIR analizleri, nanofiberlerin
yiizeyinde EIE'nin varligint dogrulamistir. Bununla birlikte, nanofiber matlar {izerine
EIE ilavesinin hem ¢ekme mukavemeti hem de uzama degerlerinde diisiislere neden
oldu tespit edilmistir. Su temas acis1 6l¢iimii sonuclarindan, ekstraktta bulunan diol
gruplarinin etkisi ile membranlarin hidrofilikliginin arttig1 gozlemlenmistir. Fizyolojik
sartlarda gerceklestirilen in vitro bozunurluk testleri sonucu membranlarda 60.giinden
sonra agirlik kaybi ile birlikte morfolojik olarak da bozunmanin da gergeklestigi tespit
edilmistir. MEM ekstraksiyon metodu ile gergeklestirilen in vitro sitotoksisite testleri
sonucu memranlarin sitotoksik olmadigi bulunmustur.

Yapilan tim analizlere dayanarak, gelistirilen nanofiber yapisindaki membranlarin
ciddi yanik yaralarinin tedavisi ig¢in potansiyel bir yara Ortiisii olarak kullanabilecegi
sonucuna varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Echium italicum, Yara iyilesmesi, Elektroegirme, Yara ortiist,
Polimerik membran
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PRODUCTION OF POLYMERIC NANOFIBER MEMBRANES
CONTAINING PLANT EXTRACT AND INVESTIGATION OF THEIR
POTENTIAL FOR THE USE ON WOUND HEALING

ABSTRACT

The skin, which is the largest organ of the human body and consists of three layers,
namely epidermis, dermis and subcutis (under the skin), acts as a barrier protecting the
other organs from mechanical and chemical external effects by wrapping the body.
Damage to one or more of these layers is called a wound. Especially in burn injuries,
the skin layers are seriously damaged. A wide variety of dressings are available/in
development, depending on the type of wound. Wound dressings are an increasingly
important field of medical textiles. Especially in recent years, many functional
polymeric dressings have been used to accelerate the wound healing process and to
provide the best regeneration of the skin tissue. Polymeric dressings usually contain
one or more ingredients to accelerate wound healing. In addition to biomolecules of
biological origin, the use of plant-derived extracts is also very common.

In this thesis, it was aimed to develop an easy-to-use and effective dressing by loading
the active ingredients obtained by extraction from the plant Echium italicum (wolf tail,
EIE), which is known to be effective in the healing of burn wounds, into a
biodegradable poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) copolymer. intended. Membranes
with nanofiber structure were obtained by using PLGA solutions containing different
amounts of EIE (10, 12, 15, 20% by weight). ATR-FTIR analyzes confirmed the
presence of EIE on the surface of the nanofibers. However, it was determined that the
addition of EIE on nanofiber mats caused decreases in both tensile strength and
elongation values. From the results of the water contact angle measurement, it was
observed that the hydrophilicity of the membranes increased with the effect of the diol
groups in the extract. As a result of in vitro degradability tests performed under
physiological conditions, it was determined that morphological decomposition
occurred along with weight loss in the membranes after the 60th day. As a result of in
vitro cytotoxicity tests performed by MEM extraction method, it was found that the
membranes were not cytotoxic.

Based on all the analysis, it was concluded that the developed nanofiber membranes
could be used as a potential wound dressing for the treatment of severe burn wounds.

Keywords: Polymeric wound dressing, Echium italicum, Poly(lactic-co-glycolic
acid), Electrospinning, Wound healing
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1. GIRIS

Deri, temel olarak epidermis ve dermis katmanlarindan olusan, viicudu kaplayan ve
dis cevreyle direkt temasi olan viicudun en genis organidir. Viicut agirliginin yaklasik
%15’ini olusturur [1]. Viicuda disaridan gelen herhangi bir etkiye kars1 diger organlari
koruyan bir ¢esit savunma mekanizmasi gérevi goriir. Bunun yani sira deri dokusunun
viicudun 1s1 ve sivi dengesini saglamak ve korumak gibi gorevleri de vardir. Deri
biitlinliigiiniin bozulmasiyla deri dokusunda yara olusur. Yaralanma gesitlerinde en sik
goriilen yanik yaralar1 1stya maruz kalma siiresine bagli olarak birinci, ikinci, tigiincii
ve dordiincii dereceden yaniklar olarak tanimlanmaktadir. 1. derece yaniklar derinin
epidermis tabakasina zarar verir, iyilesme tamamlandiktan sonra iz kalmaz. Diger
yanik tiirleri epidermisle birlikte diger tabakalara da zarar verir ve doktor gézetiminde

tedavi siireci gerektirir. Bu tiir yaralarda iz kalma thtimali ¢ok yiiksektir.

Yaralarin tedavisinde geleneksel ve modern yara ortiisii olmak tizere iki tip yara ortiisii
gelistirilmistir. En bilinen ve ¢ok kullanilan geleneksel yara ortiisii gazli bezdir. Ancak
gazli bez ve benzeri yara Ortiileri nemli bir ortam saglayamama, enfeksiyona karsi
koruyucu olamama gibi sebeplerle yara iyilesme siirecini yavaglatmaktadir. Bunlara
¢Oziim olarak modern yara Ortii malzemeleri gelistirilmistir. Modern yara ortiileri

hidrojel, koptik, hidrokolloid ve nanofiber yara ortiileri gibi 6rneklendirilebilir.

Nanofiber yara ortiileri elektroegirme yontemiyle elde edilmekte olup, olusan fibréz
yapiin dogal hiicre dis1 matrisin yapisina benzemesinden dolayr yara iyilesme
evrelerinde hiicrelerin tutunmasi, gelismesi, cogalmasi igin elverisli ortam saglar [2].
Elektroegirme yontemiyle dogal veya sentetik polimerler kullanilarak nanofiber yara
ortiller tretilebilmektedir. Elektroegirme yontemiyle elde edilen nanofiberlerden
olusan yara oOrtiilerinin, geleneksel yara ortiilerine gore avantajlar1 vardir. Bunlar;
kanamayr durdurma (hemostasiz) o6zelligini hizlandirmasi, yiiksek absorbsiyon

kapasitesi ve gaz gec¢irgenligidir.

Bu tez ¢alismasinda da yanik yaralarinin iyilesmesinde etkili oldugu bilinen Echium
italicum (kurt kuyrugu) bitkisinden ekstraksiyon yolu ile elde edilen aktif bilesenlerin
biyobozunur poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) kopolimerine yiiklenmesi ve bu
yolla yara iyilesmesi i¢in kullanimi kolay ve etkili bir yara Ortiisii gelistirilmesi
amaglanmistir. Polimerik nanofiber membranlara eklenen bitki ekstraktlar1 ve

fitokimyasallar1 ile membranlarin yara iyilestirmedeki avantajlari arttirilmistir.

1



Elektroegirme yolu ile {iretilen nanofiber membran yapisindaki yara oOrtiilerinin
karakterizasyonu ve mekanik 6zellikleri incelenmistir. Membranlarin ayrica in vitro

bozunurluk testleri ve in vitro sitotoksisite testleri gergeklestirilmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Derinin Tamimi ve Morfolojik Yapisi

Deri, temel olarak epidermis ve dermis katmanlarindan olusan, viicudu kaplayan ve
dis ¢evreyle direkt temasi olan viicudun en genis organidir. Toplam viicut agirliginin
yaklasik % 16’sin1 olusturur. Patojen mikroorganizmalar i¢in savunma mekanizmasi

gorevi goriir. Ayrica viicudun 1s1 ve s1vi dengesini saglamakla gorevlidir [3].

__}—EPiDERMiS

kas

yag bezleri
kil folikala L DERMIS
kan damarlari
ter bezi % T~ HIPODERMIS

Sekil 2.1. Derinin morfolojik yapist

Deri dokusu temel olarak distan ice dogru 3 tabakadan olusur: epidermis, dermis ve

hipodermis.

» Epidermis: Derinin en dis katmanidir. Morfolojisi sert, dis ortamla direkt olarak

temas halinde oldugundan dolay1 olduk¢a dayanikl bir tabakadir [4].

» Dermis (Kutis): Dermis, hiicre dis1 matris (ECM) agisindan zengindir. Cilde besin
kaynagi saglar. Aynm1 zamanda derinin elastikiyetini, giiciinii, dayanikliligini

saglayan bir mekanizmasi vardir [3].

» Hipodermis (Subkutis): Derinin en alt tabakasidir. Cilt alt1 yag dokusu ve fibroz
trabekiillerden olusur. Damar ve sinir yoniinden olduk¢a zengin bir katmandir. Is1
kaybin1 engeller, viicudu travmalara kars1 korur ve yedek besin deposu gorevi

gorur.



2.2. Yara ve Yara Cesitleri

Yara, doku biitiinliigiiniin gecici veya tamamen bozulmasi durumudur. Viicuttaki bu
doku biitiinliigli bozulmasi goriilebilir alanlarda olusabilecegi gibi i¢ organ ve
dokularda da olusabilir. Deri dokusu biitiinliigiiniin bozulmasi, yaralanma ve yanma

sonucu olusabilir [5].

Tablo 2.1. Olusumlarina gore yara tipleri [6]

Olusumlara Gore Yaralar Yara Tipleri
Deri Biitlinliigiine Gore Acik, Kapali
Olus Zamanina Gore Akut, Kronik
Yaranin Sekline Gore Parcali Yara, Yanik, Siyrik Yara,

Kesik Yara, Ezik Yara, Delici Yara

Bulas Durumuna Gore Kontamine Yara, Kirli ve Enfekte
Yara, Temiz Yara, Temiz

Kontamine Yara

Yaralar olugsma etkenine gore cesitli siniflara ayrilabilir. Olusma zamanina gore
yaralar akut ve kronik olmak tizere ikiye ayrilir. Akut yaralarda gecici bir etken neden
olur ve kisa siirede iyilesme gdzlenir. lyilesmeyi engelleyen faktorler kronik yaralara
kiyasla daha azdir [6]. Kronik yaralarda ise etken kalicidir, iyilesme gézlenmez veya

cok azdir. Yara kendini siirekli yeniler.
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Sekil 2.2. Yara ¢esitleri [6]

Kesik (Insizyon): Keskin uglu nesneler tarafindan olusturulan yaralardir. Diger yara
tiirlerine gére yara agzi daha acgiktir ancak kontaminasyon riski daha disiiktiir ve

genelde temiz yaralardir. Nester ile acilmis cerrahi yaralar 6rnek olarak verilebilir.

Yirtik (Laserasyon): Yumusak dokunun keskin bir nesne ile penetrasyonu sonucu
olusan yaralanmalardir. Olii doku miktar1 diiz kesilere gére daha fazladir.

Kontaminasyon ve enfeksiyon riski ¢ok yiiksektir [6].

Siyrik (Abrazyon): Derinin piiriizlii ve sert bir zemine siirtlinmesi veya ¢arpmastyla
olusan, epidermis tabakasinin hasar aldig1 yiizeysel yaralardir. Epidermis tabakasinin
hasar almasinin yani sira, siirtiinen zeminin sertligine veya sekline (sivri uglu vb) bagh

olarak dermis tabakasina kadar hasar gorebilmektedir.

Yanik Yaralar: Yanik, viicudun alacagindan daha fazla enerji almasi sonucu olusan,
kiiciik kizarikliklar ile baglaylp 6dem olusumu ve doku tahribatina kadar ilerleyen
yaralardir. Is1, kimyasal etkenler, elektrik, radyasyon ve soguk gibi etkenlere bagl
olarak olusabilir. Yanik yaralar1 alinan hasara gore birinci derece yaniklar, ikinci
derece yaniklar, iiclinclii derece yaniklar ve dordiincii derece yaniklar olarak
smiflandirilir. 1. derece yaniklar siklikla rastlanilan yiizeysel yaniklardir. Bu
yaniklarda derinin sadece epidermis tabakasi hasar alir. Yanik olusan bolgede kasinti,
deride kuruluk meydana gelir. 2. derece yaniklarda epidermisle birlikte dermis
tabakas1 da hasar goriir. Odem olusumu gdzlenir. 3. derece yaniklarda epidermis ve

dermis tabakalari tamamen tahrip olur. Sinir uglarinin hasar goérmesi sebebiyle en zor
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iyilesen yanik tipleridir. 4. derece yaniklarda ise artik kemik dokuya kadar ilerlemis

olup cerrahi miidahale gerektiren yaniklardir (Sekil 2.3) [7].
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Sekil 2.3. Yanik dereceleri ve etkiledikleri deri tabakalari

2.2.1. Yara iyilesmesi asamalari

Yara iyilesmesi, ¢esitli hiicrelerin hasara ugramis dokunun onariminda kullanilarak
dokunun iglevselligini geri kazanmasi durumudur. Yara iyilesmesi hemostaz,
enflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme evrelerinden olusur (Sekil 2.4). Bu
iyilesme sirasinda c¢esitli hiicre tipleri, biliylime faktorleri, kemokinler ve diger

proteinler, fonksiyonel ve verimli doku rejenerasyonu i¢in gorev alan hiicrelerdir [2].
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Sekil 2.4. Yara iyilesme fazlari [8]

Hemostaz: Yara olusumu sirasinda dermis tabakasinda yara yatagina dogru bir kanama
gerceklesir ve ilk dakikalarda viicut fizyolojik bir tepki olarak trombositler araciligiyla
kan pihtis1 olusur. Buna hemostaz denir. Bu asamanin amaci yarada baglayan
kanamanin durdurulmasidir. Saglikli bir hemostaz evresinde kan kaybi Onlenir,

yaralanma bolgesi digindaki doku veya organlara zarar gelmesi engellenir [9].

Enflamasyon: Bu evrede ama¢ yaranin iltthap kapmasimi engellemektir.
Enfeksiyonlara kars1 bariyer olusturulur. Bu evre gergeklesmezse enfeksiyon riski
artar ve yara iyilesme siiresi uzar [10]. Bu evrede yara bolgesine gelen hiicrelerden ilki
noétrofillerdir. Notrofiller yara bolgesindeki bakteri ve kalintilar1 fagositoz yontemiyle
temizler. Daha sonra sitokin ve biiyiime faktorleri salimi gergeklesir. Enflamasyon

evresi genellikle 72 saat siirer [11].

Proliferasyon (Cogalma): Cogalma faz1 hasar olusumunun sonrasindaki ii¢iincii giinde
baglar ve yaklagik iki hafta kadar devam eder. Proliferasyon evresi yeniden
epitelizasyon, anjiyogenezi ve graniilasyon gibi asamalardan olusur. Bu evrenin temel
amaci, yeni olusan dokuya besin ve gaz tasimak i¢in yeni damarlar olusturmaktir [12].

Graniilasyon dokusu yeniden olusarak iyilesme siireci hizlanir. Makrofajlar,



fibroblastlar ve kan damarlar1 yara bolgesine dogru gecis yapar ve yeniden olusum

asamasina gegcilir.

Yeniden sekillenme (Maturasyon) : Fibroblastlar yara yiizeyini kaplar ve yeni bir cilt
katmani olusur. Yeniden sekillenme evresi genellikle 21 giin ile 2 yi1l arasinda devam
eder. Bu siire yaranin biiyiikliigiine ve baslangigta kapali veya agik olup olmadigina

bagli olarak degismektedir [2].

2.2.2. Yara iyilesmesini etkileyen faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen bircok sistemik ve lokal faktdr bulunmaktadir. Iyilesmeyi
hizlandirmak ve enfeksiyon riskini ortadan kaldirmak icin bu faktorleri en aza
indirgemek gerekmektedir. Sistemik faktorler obezite, metabolik hastaliklar (iiremi,
anemi), ileri yas, beslenme bozukluklar1 gibi nedenler iken, lokal faktorler igin
enfeksiyon, yabanci cisimler, yanlis siitiir materyali, Sigara, hipertermi gibi nedenler

siralanabilir [3].

2.2.3. Yara ortiisii nedir ve ideal bir yara ortiisii nasil olmahdir

Yaralarin tedavisinde geleneksel ve modern yara ortiisii olmak tizere iki tip yara ortiisii
gelistirilmistir. Geleneksel yara oOrtiilerine 6rnek olarak gazli bez gibi malzemeler
verilebilir. Ancak bu yara ortiileri nemli bir ortam saglayamama, enfeksiyona karsi
koruyucu olmama gibi sebeplerle yara iyilesme siirecini yavaslatmaktadir. Bunlara
¢Ozlim olarak gelistirilmis modern yara oOrtii malzemeleri iiretilmistir. Modern yara
ortiileri hidrojel, kopiik, hidrokolloid ve nanofiber yara ortiileri gibi drneklendirilebilir.
Nanofiber yara ortiileri elektroegirme yontemiyle elde edilmekte olup, olusan fiberler
kiigiik capta olmas1 dogal hiicre dis1 matrisin yapisina benzerlik saglar ve yara iyilesme

evrelerinde hiicrelerin tutunmasi, gelismesi, ¢ogalmasi i¢in elverigli ortam olusturur

[1].



Sekil 2.5. Nanofiber yara Ortiisii

Elektroegirme yontemiyle dogal veya sentetik polimerler kullanilarak nanofiber yara
ortiller  tretilebilmektedir. Doku  yaralanmast  gerceklestiginde  yara
mikroorganizmalara karsi savunmasiz hale gelir ve yaranin iyilesme zamani
uzayabilir. Bu nedenle elektroegrilmis fiber yapili Ortiilerin ayni zamanda anti
bakteriyel 6zellikte olmasi tercih edilir. Yara ortiisii i¢in tiretilen malzemenin esnek,
gerilme mukavemetine dayanikli, elastik 6zelliginin iyi derecede olmasi, dokuya zarar

vermemesi gerekir.

Ideal bir yara ortiisii, biyouyumluluk, biyobozunma, eksiida emilimi ve uygun
mekanik 6zellikler gibi gesitli 6zelliklere sahip olmalidir. Ayrica yara kapanma oranini
arttirmak i¢in yara bolgesinde nemli ve temiz bir ortam saglamalidir. Bu nedenle

genellikle dogal veya sentetik polimerler kullanilir (Sekil 2.6).

(oo
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Antibakteriyel ajanlar
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Sekil 2.6. ideal yara ortiisii [13]



Ozet olarak ideal yara ortiisiiniin 6zellikleri asagidaki gibi siralanabilir:
Biyouyumlu ve biyobozunurluk

Alerjik etki olusturmama

Yiiksek mekanik dayaniklilik

Gerekli nemli ortami saglama

Elastikiyet saglama

Iyilesme siirecinden sonra bélgeden kolay cikarilma

Gaz aligverigine izin verme

Yara iyilesmesini hizlandirma

YV Vv VYV ¥V VYV VY VY V V

Yara izi olusumunu 6nleme [2]

2.2.4. Nanofiber yara ortiisii iiretiminde kullanilan yontemler

Nanofiber malzemeler doku miihendisligi, ila¢ salim sistemleri, tarim alani1 gibi bircok
alanda siklikla kullanilmaktadir. Bu nanofiber malzemeleri iiretmekte kullanilan
bircok yontem vardir. Bunlar termal indiiklenen faz ayrilmasi (TIPS), ¢ekme,

kendiliginden olusum ve elektroegirme yontemleridir.

Sekil 2.7. Nanofiberlerin uygulama alanlar1 [14]
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Termal Indiiklenen Faz Ayrilmasi (TIPS)

Bu yontemde polimerin ¢odziinmesi, jellesme, ¢oziiciiniin ayrilmasi, dondurma ve
soguk kurutma islemleri yer alir. Polimer uygun bir ¢6ziiclide ¢oziindiikten sonra
igerisine uygun ¢ozeltiler eklenerek teflon siseye konur ve jellesme saglanir. Daha
sonra ¢Ozliciiniin uzaklastirilmasi i¢in teflon sise saf suyun igerisinde konur. Jel sudan
cikarilip -18°C’de 2 saat dondurulur. Donmus olan jel soguk kurutma kanallarina
bosaltilir ve -55 °C’de 1 hafta bekletilir [15]. Faz ayirma y6ntemi, basit bir yontem
olmasina ragmen kullanilabilecek ¢6ziicli kombinasyonu azlig1, yikama i¢in fazladan

islem gerektirmesi ve yapida ¢oziicii artiklarinin kalmasi gibi dezavantajlar

bulunmaktadir.
<0 \ e
\ ) Coziinme Jellesme Coriici
\ i /A, ayrilmasi
\eg”
nanolifler
Sekil 2.8. Termal indiiklenen faz ayrilmasi yontemi
Cekme

Bu yontemde polimer uygun bir ¢oziiciiyle ¢oziiniir. Bir yilizey lizerine ¢oziicii ile
¢ozdiirilen polimer damlatilarak polimer damlacigr olusturulur. Bir mikropipet
polimer damlacigina degdirilir ve yaklagik 1 x 10 m/s hizla gekilir. Mikropipet
cekilirken ¢oziicii yiiksek ylizey alan/hacim oranindan dolayr hizla buharlasir ve

mikropipet ucu ile polimer damlasi arasinda bir fiber olusur [15].
Yontemin dezavantajlari;

e Membran iiretimi bu yontem ile ¢ok zordur.

e 100 nm den biiyiik fiber ¢aplar1 elde edilebilmektedir.

e Nanofiber caplar1 kontrol edilemez.

e Islemin siireksiz olmasi sebebiyle pratik bir uygulama alan1 bulunmamaktadir [16].
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Sekil 2.9. Cekme yontemiyle nanofiber olusumu [16]
Kendiliginden Olusum (“Self-assembly ™)

Bu yontemde kiiciik polimer molekiilleri yan yana dizilerek bag olusturur. Bu
molekiiller biiylik oranda birleserek nano fiberleri olusturur. Bu yontemde molekiiler
seviyede nanofiber iiretimi oldugu i¢in olusan fiberlerin cap1 diisiik olur. Polimer
molekiilleri birbirlerine hidrojen bagi, hidrofobik kuvvetler ve elektriksel etkilesimler

gibi baglarla bagli olduklari igin olusan yapilar ¢ok kararlidir [15].

Tez kapsaminda kullanilan elektroegirme yontemi ile ilgili ayrintili bilgi ayr bir

boliim olarak asagida verilmistir.

2.3. Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme veya elektrogekme yontemi, nano veya mikro boyutta farkli ¢aplarda
fiberli yapilarin olusturulmasinda en sik kullanilan, uygulamasi kolay ve ucuz
yontemlerden biridir [17]. Bu fiberli yapilar birgok alanda 6zellikle medikal alanda
siklikla kullanilmaktadir. Nano veya mikro boyutta olusturulabilen caplar islem

sirasinda parametrelerin degistirilmesiyle istenilen ¢aplar elde edilebilmektedir.

Dokuda olusan hasarlarin iyilestirilmesinde, hiicrelerin onarimi ve g¢ogalmalarini
saglayan c¢evre kosullarini barindiran en uygun malzeme se¢ilmelidir. Bu tanima en
uygun malzeme olarak hiicre dist matrise (ECM) olan yapisal benzerligi, yiiksek

gozenekli yapist ve birbirine bagl gézeneklerin bulunmasi nedeniyle fiber formunda
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yapilar secilmektedir. Elektroegirme yontemi de bu fiberli yapilari elde etmek igin

kullanilan en yaygin yontemdir.

Elektroegirme yontemiyle dogal veya sentetik malzemeler kullanilarak nano fiberli
membranlar olusturulabilir [18]. Elektroegirme yontemiyle elde edilen nano boyutlu
doku iskeleler deri, kemik, kikirdak, vazkiiler ve sinir dokularinin onariminda siklikla
kullanilan yapilardir. Birgok farkli polimer kullanilarak nanofiber yapisinda
malzemeler tiretmek igin elektroegirme oldukga islevsel ve kullanish bir yontemdir.
Bu olusturulan malzemeler yiiksek yiizey alani/hacim oranina ve ¢ok fazla gézenekli

bir yapiya sahiptir [19].

Elektroegrilmis nanofiber yara ortiileri, yiiksek gozenekli yapi, genis yilizey alani ve
esneklik gibi 6zelliklerinden dolay1 yaraya ¢ok iyi bir uyum saglayarak en kolay ve en
iyi bigimde iyilesmesini saglar [7]. Ayrica elektroegrilmis membranlar yiiksek yiizey
alanlar1 sayesinde, yaranin kolay ve hizli iyilesebilmesi igin yaraya nemli bir ortam

saglayarak iyilesme siirecinde gerekli olan sivi emilimine yardimci olur [20].

Elektroegirme yonteminde sistem Sekil 2.10°da verildigi gibi topraklanmis toplayici
levha, kapiler tiip veya igne ve yliksek gii¢ kaynagi olmak {izere ii¢ temel boliimden
olusur [21, 22]. Sistemin calisma prensibi yiiksek voltaj farkina dayanir. Onceden
hazirlanmis homojen polimer ¢ozeltisi ucunda igne bulunan bir siringa igerisine
yerlestirilir ve bir pompa yardimai ile ignenin ucuna dogru itilir, bu sirada igne ucuna

yiiksek voltaj uygulanir.

Elektrostatik kuvvetler ile polimer ¢ozeltisinin yiizey gerilim kuvveti esitlendigi anda
ignenin ucunda Taylor konisi adi verilen konik bir yapi olusur. Gerilim bu esik
degerinin iizerine ¢ikartildiginda ise polimer ¢ozeltisi sivi jeti seklinde c¢ekilir ve
negatif yiiklii topraklanmis toplayict metal levhaya birikir [23]. Polimer ¢ozeltisi igne
ucundan toplayici levhaya dogru ilerlerken igerisindeki ¢oziicii buharlagir ve polimer

fiberler halinde levhada toplanir [24].
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Sekil 2.10. Elektroegirme islemi sirasinda igne ucunda Taylor konisinin olusumu ve
fiberlerin levhadaki goriiniimii

Elektroegirme yonteminin nanofiber tiretimi i¢in kendiliginden olusum, faz ayirma ve
¢cekme gibi diger yontemlerden ayiran avantajlari oldugu kadar birtakim bazi

dezavantajlar1 da mevcuttur. Bu avantaj ve dezavantajlar Tablo 2.2°de sunulmustur.

Tablo 2.2. Elektroegirme yonteminin avantaj ve dezavantajlari [24]

Avantajlar Dezavantajlar

Sistemin ayarlarinin kolay Yapilarin merkezinde diislik

yapilabilirligi hiicresel infiltrasyon olmasi

Ucuz bir yontem olmasi 2 boyutlu gozenek/ yap1 olusumu

Genis malzeme se¢enekleri Toksik ¢oziiciilerin kullanilmasi
( HFIP gibi)

Sistemin fiber ¢apini, yapisini ve

dizilimini kontrol etmeye izin vermesi

2.3.1.Elektroegirme yontemini etkileyen parametreler

Elektroegirme yontemiyle elde edilen fiberlerin morfolojik 6zelliklerini etkileyen pek

cok parametre bulunmaktadir. Bunlar polimer ¢dzeltisinin parametreleri, ¢cevreden
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kaynakli parametreler ve prosesten kaynakli parametreler olmak iizere {i¢ ana baslik

altinda incelenebilir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Elektroegirme yontemini etkileyen parametreler [25]

Polimer Cozeltisinden Cevre Kaynakh Proses Kaynakh

Kaynakh Parametreler Parametreler Parametreler

Viskozite Sicaklik Igne-Toplayici
Mesafesi

Cozelti Konsantrasyonu Nem Uygulanan Voltaj

Polimerin Molekiil Akis Hizi

Agirlig

Yiizey Gerilimi

Cozeltinin iletkenligi

Coziiciiniin Uguculugu

2.3.1.1. Polimer ¢ozeltisinden kaynakh parametreler
Viskozite

Cozeltinin viskozitesi, siireg sirasinda fiberlerin ¢ap, uzunluk ve diger morfolojik
ozelliklerini belirlemede 6nemli bir rol oynar. Eger hazirlanan ¢ozelti viskozitesi ¢ok
diisiikse, elektroegirme islemi sonrasinda toplayicida toplanan fiberler siirekli degil
kesik kesik olusur. Dolayisiyla stirekli fiberlerin olusabilmesi i¢in viskozite araliginin
belirlenmesi ¢ok dnemlidir. Ayrica viskozite diisiik oldugunda Taylor konisi olusamaz
ve hem islem sirasinda hem de fiberlerin tizerinde damlaciklar olusur ki bu istenmeyen
bir durumdur. Hazirlanan ¢ozelti viskozitesi ¢ok yliksek oldugunda ise siringadaki
polimer ¢6zeltisi ignenin ucundan gegerek jet olusturmakta zorlanir ve islem sirasinda
igneden tikanmalar olabilir. Cozeltinin viskozitesi arttikca olusan fiberlerin cap1
artmaktadir ve kesik degil siirekli fiberler olusur. Bu nedenle viskozite ile ¢ap arasinda
dogru orant1 oldugu sdylenebilir. Viskozite arttik¢a stres uzama siiresi de artacagi igin

ve kesik degil siirekli fiberler olusur [25]. Fong ve ark., aynmi siddette elektrik alan
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uygulandiklari ¢esitli konsantrasyonlardaki g¢ozeltilerden diisiik viskoziteye sahip
olanlarin damlacikli ve kesintili nanofiberlerin olusturdugunu rapor etmislerdir.

Viskozite arttik¢a ise siirekli ve damlaciksiz fiberler elde edilmistir [26].
(Cozelti konsantrasyonu

Cozelti konsantrasyonu arttiginda viskozite de arttifindan dolayr ¢ozelti
konsantrasyonu da viskozite gibi fiberlerin ¢ap, uzunluk gibi morfolojik 6zelliklerini
dogrudan etkilemektedir. Diisiik polimerik konsantrasyonlarda, yiiklii polimer jeti
toplayiciya ulasmadan once damlaciklar halinde pargalanir. Toplayici iizerinde ve
fiberlerde damlaciklar/boncuklar goriiliir [24]. Cozelti konsantrasyonu arttiginda
olusan fiberlerin ¢ap1 da artar. Cozelti konsantrasyonu diisikk oldugunda ise ylizey
gerilimi de disiik olacagindan damlacikli fiber olusumu goézlenir. Fazla yiiksek
konsantrasyonda ise ¢ozelti jet olusturmakta zorlanir, igne tikanabilir ve fiber olusumu

gozlenmez [27].
Polimerin Molekiiler Agirligi

Elektroegirme islemiyle fiber tiretiminde kullanilan polimerlerin molekiiler agirlig:
arttik¢a polimerlerin zincir uzunlugu artacagi icin zincirler arasi etkilesimler de artar.
Zincirler arasindaki etkilesim arttiginda ise ¢dzeltinin viskozitesi artmis olur. Boylece
devamli fiberler olusur, fiberlerin ¢aplari artar ve damlacik olusumu azalir. Molekiil
agirligr cok diisiik polimerler kullanildiginda ise zincirler aras1 bag zayif olacagindan
viskozite diigiik olur ve fiber olusumu zorlasir. Bu nedenle elektroegirme islemi ile
nano fiber tretiminde genellikle yiiksek molekiil agirligina sahip polimerler
kullanilmaktadir [19].

Yiizey Gerilimi

Yiizey gerilimi de diger parametreler kadar nanofiberlerin morfolojisini etkileyen bir
ozelliktir. Yiiksek yiizey gerilimine sahip ¢ozeltilerde olusan jetlerin kararsizligi ve
damlacik olusumu nedeniyle elektroegirme islemi zorlasir. Fiber, damlacik ve
boncuklarin olusumu ¢6zeltinin yiizey gerilimiyle dogrudan iliskilidir. Yiizey gerilimi
azaldik¢a fiberlerin olusumu kolaylasir, morfolojileri daha diizgiin ve damlaciksiz

fiberler olusur [28].

Cozeltinin Iletkenligi
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Hazirlanan ¢o6zeltinin iletkenligi kullanilan polimere, ¢Oziiciiye ve iyonlasabilen
tuzlarin varligina baglidir. Iyonlar jetin yiik tasima kapasitesini arttirir. Bu nedenle
polimer cozeltisindeki ¢oziinmiis yiikli iyonlar elektroegirme islemi sirasinda jet
olusumunu hizlandirir. Ayni elektrik alan uygulandiginda elektriksel iletkenligin
artmasi iretilen nanofiberlerin ¢apmi 6nemli dl¢iide azaltir. Iletkenligin diismesi
sonucunda ise jet olusumu sirasinda  yetersiz uzama olacagl i¢in
boncuklarin/damlaciklarin olusumu goézlenir. Dogal polimerler sentetiklere gore daha
polielektrolit yapida olduklari i¢in dogal polimerler kullanilarak elde edilen fiberlerin
caplart daha diisiik olmaktadir. Sentetik polimer ¢ozeltilerine KH2POs, NaH2PO4 ve
NaCl gibi iyonik tuzlarin eklenmesi ¢ozeltinin iletkenligini artiracagindan boncuksuz,
daha diisiik ¢apli fiberlerin olusumuna ve daha piiriizsiiz bir membran elde edilmesine

imkan verir [25].
Coziiciintin Uguculugu

Elektroegirme islemi sirasinda elektrik alan etkisiyle igne ucundan buhar jeti halinde
cikan polimer ¢ozeltisi igerisindeki ¢oziicii kisim hizli bir sekilde buharlasarak
uzaklasir ve toplayicida polimerden olusan fiberler toplanir. Bu nedenle boyle bir
yontem i¢in kullanilan ¢oziiciiniin uguculuk 6zelligi biiyiik bir 6neme sahiptir. Yiiksek
ucuculuga sahip ¢oziiciilerle hazirlanan polimer ¢ozeltilerinden elde edilen fiberlerin
yiizeyleri daha gozenekli yapiya sahiptir. Dolayisiyla ¢oziiciiniin uguculugu yiizey

alani/hacim oranini 6nemli diizeyde arttiran bir etkendir.

Cok yiiksek ucuculuga sahip ¢ozeltilerde jet olugsmadan buharlasma olacagi icin
1gnenin tikanmasi s6z konusu olabilir. Uguculugu diisiik ¢oziiciiler kullanildiginda ise
yiiksek ucuculuga sahip ¢ozeltilerin tam aksine ¢6ziicii jet olusurken buharlasamaz ve
fiberler toplayicida biriktiginde 1slak ve seritsi bir yapida olur [19]. Coziiciiniin
ucuculugu kadar diger ek ozellikleri de fiberlerin morfolojisini etkilemektedir. Tablo
2.4.°de goruldiigii gibi siklikla kullanilan ¢éziiciilerin 6zellikleri ve bu c¢oziicliler
kullanildiginda olusan fiberlerin nasil morfolojiye sahip olduklarinin 6zet halinde

verilmistir.
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Tablo 2.4. Elektroegirme yonteminde kullanilan ¢oziiciilerin ve olusan fiberlerin

ozellikleri [24]

Céoziiciiler Ozellikleri Olusan Fiberlerin
Morfolojisi
DCM Diisiik dielektrik ~ Boncuklu ve genis ¢aph
sabiti, yliksek fiberler
yiizey alant
Kloroform Yiksek viskozite  Diisiik polimer
konsantrasyonunda boncuklu
yapi, yiiksek konsantrasyonda
piiriizsiiz fiberler
Metanol Yiksek dielektrik  Diisiik fiber ¢capl fiberler
sabiti
THF Iyi iletkenlik, Yiiksek gozenek yogunluklu,
yiiksek dipol piiriizsiiz ve boncuklu fiberler
momenti
Etanol Diisiik yilizey Piirtizsiiz ve genis ¢caph
gerilimi, yiiksek fiberler
viskozite
Su Diisiik viskozite Boncuklu ve diisiik ¢aplt
fiberler
DMF Diisiik viskozite, =~ Boncuklu ve piiriizsiiz fiberler

yiiksek dipol
momenti, yliksek

iletkenlik
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2.3.1.2. Cevre kaynakh parametreler
Sicaklik

Elektroegirme isleminin gergeklestigi ortamin sicakligi da diger parametreler kadar
fiberlerin 6zelliklerini etkileyen bir parametredir. Ortamin sicakligi ¢6zeltinin
viskozitesi ile dogrudan iligkilidir. Ortamin sicaklig yiikseldigi takdirde hazirlanan
¢ozeltinin viskozitesi diiser, viskozite diistiiglinde ise olusan fiberlerin ¢ap1 azalir.
Ayni zamanda sicakligin artmasi ¢oziicliniin uguculugunu da artiracagi i¢in polimer

buhar jetlerinin olusmasi kolaylasacak ve daha diizgiin, devamli fiberler olusacaktir

[19].
Nem

Ortamin nemi ¢Oziicliniin uguculugu ve ¢ozeltinin yiizey gerilimi ile dogrudan
orantilidir. Ortamin nemi arttiginda olusan fiberlerin yapisi gozenekli hale gelir.
Ancak nemin ¢ok yiikselmesi durumunda ¢oziiciiniin uguculugu zorlasir ve olusan
fiberler toplayicida 1slak ve iist iiste gelmis sekilde toplanir. Bu da istenmeyen
morfolojik bir 6zelliktir. Ote yandan nem artis1 fazla oldugu takdirde igne ucunda
olusan polimer c¢ozeltisi jetinin elektrostatik kuvvetleri azalir, dolayisiyla ylizey
gerilimi azalmis olur ve bunun sonucunda fiber ¢aplarinda artis goriiliir, igne ucundan
tikanmalar gozlenir. Nem azaldiginda ise ¢oziicliniin uguculugu artacag i¢in diisiik

capli ve devamli fiberler olusur [20].
2.3.1.3. Proses kaynakh parametreler

Igne ve toplayici arasindaki uzaklik

Diisiik ucuculuga sahip c¢oziiclilerle hazirlanmis polimer ¢ozeltileri i¢in igne ve
toplayici arasindaki mesafenin artmasi fiberlerin kurumasina olanak saglar. Aksi halde
mesafe kisalirsa fiberler yeterince kuruyamaz, toplayici iizerinde 1slak ve birbirine
yapismis halde toplanir ve silindirik yapiy1 olugturamadan daha yassi fiberler seklinde
toplanirlar. Mesafenin ¢ok az ve cok fazla olmasi boncuklu yap1 olusumuna neden

olacagi i¢in her ¢ozelti i¢in ideal kosullarin belirlenmesi gerekir [20].
Uygulanan Voltaj
Elektroegirme islemi sirasinda fiberlerin morfolojik 6zelliklerini dogrudan etkileyen

en Onemli parametrelerden biri uygulanan gerilimdir. Her polimer c¢6zeltinin
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fizikokimyasal 6zelliklerine uygun gerilim deger araligi vardir. Bu deger araliginin
cok altinda veya ¢ok istiinde gerilim uygulamak olusan fiberlerin morfolojisini kotii
sekilde etkileyecektir [29]. Uygulanan gerilim arttirilmaya baslandiginda elektrik alan
siddeti artar. Elektrik alan siddetinin artmasi polimer ¢d6zeltisinin {izerindeki
elektriksel kuvveti arttiracag i¢in olusan polimer jetindeki ¢dziicii kolay ugar ve ince
fiberler elde edilir. Ancak uygulanan gerilim ¢ok fazla olursa ¢ok fazla polimer jeti
olusacag i¢in boncuklu damlacikli yapilar ve ignede tikanmalar olusur. Bu nedenle
gerilim artirildiginda fiberlerin ¢ap1 once azalir daha sonra artar. Ayni zamanda
uygulanan gerilim ¢ok fazla arttiginda yiizey gerilimi de o kadar diisecegi i¢in Taylor
konisinin olusumu bir siire sonra zorlagir. Bu da damlacikli yap1 olusumuna neden olur
[20]. Taylor konisi olusumu ve uygulana gerilim arasindaki iliski Sekil 2.11°de

gosterilmektedir.

igne ucu —»

. v —Taylor konisi

—— Polimer jet
0 kv Kritik deger
| | >
I Uygulanan voltaj

Sekil 2.11. Elektroegirme iglemi sirasinda uygulanan gerilimin artmasiyla Taylor
konisi olusumu arasindaki iliski [30]

Akis Hizi

Elektroegirme islemi sirasinda akis hizinin belirlenmesi iyi morfolojik 6zelliklere
sahip fiberler iretebilmek agisindan son derece 6nemlidir. Akis hiz1 arttirildiginda
ignenin ucunda olusan polimer ¢ozeltisi miktar1 artar, uygulanan gerilim ile birlikte
olusan jet miktar1 fazla olacagi igin fiberlerin kurumasi gecikir ve toplayici lizerinde
1slak olarak birikirler. Fiberler 1slak oldugu i¢in yapilar1 yassi sekil alir ve fiberler tist
iiste yapisir. Artan akis hizi ile birlikte hem fiber ¢cap1 hem de olusan porlarin ¢ap1
artar. Tam tersi olarak akis hiz1 azaldiginda ise igne ucunda yeterince polimer ¢ozeltisi

birikmez, Taylor konisi istenilen gibi olusamaz ve ¢ekilen fiberler kesintili olusur. Bu
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nedenler g6z oniinde bulundurulacak olursa her polimer ¢ozeltisi i¢in minimum akis

hiz1 belirlenmelidir [19].

Han ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, elektro egrilmis seliiloz asetat fiber
caplarinin polimer derisimi, akis oram1 ve uygulanan gerilim ile olan iligkisi
arastirilmistir. Yapilan calismada, seliiloz asetat konsantrasyonunun ve akis hizinin
artmastyla fiberlerin ¢aplarin arttig1, uygulanan gerilim arttiginda ise fiberlerin ¢apinin

azaldig1 gorilmistiir [29].

Yukarida incelenen biitiin parametrelerin elektro egirme islemi esnasinda olusacak
fiberlerin morfolojik 6zelliklerini biiyiik 6l¢tide etkiledigi goriilmiistiir. Tablo 2.5.’de
elektroegirme islemi sirasinda kullanilan parametrelerin degerlerinin arttirilmasi

durumunda fiberlerin nasil etkiledigini 6zet olarak verilmistir.

Tablo 2.5. Elektroegirme parametreleri ve fiberler {izerindeki morfolojik etkileri

Parametre Degerinde Artis Fiber morfolojisi iizerindeki etkisi

Viskozite Fiber ¢ap1 4 , Boncuk olusumu v

Cozelti Konsantrasyonu Fiber cap1 4

Polimerin Molekiil Agirhigr  Fiber ¢api 4, Boncuk ve damlacik olusumu ¥

Yiizey Gerilimi Kararsiz jet, damlacik olusumu 4
Cozeltinin Iletkenligi Fiber ¢ap1 v

Coziicliniin Uguculugu Gozeneklilik 4, fiber olusumu zorlagr
Sicaklik Fiber ¢ap1 v , devamli fiberler olusur
Nem Fiber cap1 4 , Gozeneklilik
Igne-Toplayict Mesafesi Fiber ¢cap1 v

Uygulanan Voltaj Fiber cap1 basta v , sonradan 4

Akis Hizt Fiber gap1 4
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2.3.2. Elektroegirme yonteminde kullanilan polimerler

Elektroegirme yonteminde nano fiberli yapilar iiretmek icin kolajen, kitosan, Kitin,
ipek fibroin, polietilenoksit, poli(laktid-ko-glikolid), poli(laktik asit) ve
polikaprolakton gibi bir dizi dogal sentetik ve polimer kullanilmistir [31]. Uygulama
alanlarina gore bu polimerlerin kullanimi degiskenlik gosterebilir. Tablo 2.6’da bazi

dogal ve sentetik polimerler ve uygulama alanlar1 verilmistir.

Tablo 2.6. Bazi polimerler ve uygulama alanlari [25]

Polimerler Uygulamalari

Poli(glikolik asit) (PGA) Sert/yumusak doku iskeleleri, yara ortiileri,

ameliyat iplikleri, ila¢ salim sistemleri, vb.

Poli(laktat/glikolat) Sert/yumusak doku iskeleleri, yara ortiileri,
(PLGA) ameliyat iplikleri, ila¢ salim sistemleri, vb.

Poli(e-kaprolakton) (PCL)  Sert/yumusak doku iskeleleri, yara ortiileri,

ameliyat iplikleri, ilag salim sistemleri, vb.

Poli(L-laktat) (PLLA) Sert doku iskeleleri, kemik implantlari, yara
ortiileri, ameliyat iplikleri, ilag salim sistemleri, vb.

Poli(iiretan) (PU) Yara lyilesmesi

Seliiloz Asetat Sogurucu Membranlar

Poli(vinil alkol) (PVA) Yara Iyilesmesi

Ipek Ameliyat iplikleri

Ipek Fibroin Yara Iyilesmesi, doku iskelesi, ilag salim sistemleri

Kitin/Kitosan Sert/yumusak doku iskeleleri, yara ortiileri,

ameliyat iplikleri, ila¢ salim sistemleri, vb.

Hyaluronik Asit (HA) Yumusak doku iskeleleri, yara ortiileri, ,ilag salim
sistemleri, vb.

Seliiloz Membran Uygulamalari

Jelatin Sert/yumusak doku iskeleleri, yara ortiileri,

ameliyat iplikleri, ila¢ salim sistemleri, vb

Kolajen Sert/yumusak doku iskeleleri, yara ortiileri,

ameliyat iplikleri, ilag¢ salim sistemleri, vb
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Dogal polimerler sentetiklere gore daha iyi biyouyumluluk ve daha az immiinojenesite
ozelligi gosterir. Dogal polimerler yapilarindaki spesifik protein zincirleri sayesinde
hiicresel baglanmay1 sentetik polimerlere gore daha iyi saglar [5]. Buna karsin, dogal
polimerlerden iiretilen nanofiber yapisindaki malzemeler genellikle diisiik mekanik

ozelliklere ve sulu ¢ozeltilerinde genellikle sinirlt mukavemet 6zelliklere sahiptir.

Sentetik polimerler ise istenen bozunma hizinda sentezlenebilir, ayrica viskoelastiklik,
esneklik ve dayaniklilik 6zellikleri dogal polimerlere gore daha iyidir. Ancak, dogal
polimerlere gore biyouyumluluklar1 ve biyobozunurluklarinin daha diisiik olmasi
sentetik polimerlerin en onemli dezavantajlaridir. Bu nedenle, dogal ve sentetik
polimerlerin karigimlart kullanilarak istenilen o6zelliklere sahip malzemeler elde
edilebilmek miimkiindiir [32].

2.3.2.1. Dogal polimerler

Protein ve polisakkarit yapisindaki dogal polimerler biyouyumlu olmasi, kolay
islenebilir olmasi, ECM’yi biyokimyasal olarak iyi taklit edebilmesi ve hiicre
reseptorleri ile yiiksek hiicre baglanma kapasitelerinden dolay1 elektro egirme
isleminde siklikla kullanilan polimerlerdir. Elektroegirme yonteminde kullanilan
baglica dogal polimerler kolajen, jelatin. Kkitosan, ipek fibroin, hyaluronik asit ve
seliilozdur [33].

Kolajen

Kolajen, cilt, kemik, tendon ve diger bag dokularinin yapisinda bulunan dogal hiicre
dis1 matrislerden biri olan ve insan viicudunda en bol miktarda bulunan bir proteindir.
Kolajen hiicre dis1 matriste 3 boyutlu bir yap1 olusturarak hiicre baglanmasina ve
cogalmasina olanak saglar. Bu nedenle yara ortii malzemesi ve doku miihendisligi
alanlarinda kullanilmaktadir. Ayrica tistlin biyouyumluluk ve diisiik immiinojenisitesi
nedeniyle, kolajen biyomalzemeler doku miihendisligi alaninda siklikla tercih edilir
[34].

Elektroegirme yontemiyle nano fiber olusturmada tek basina kolajen kullanildiginda
yiiksek voltajin etkisiyle kolajen denatiirasyona ugrar ve protein yapist bozulur. Bu
nedenle kolajen genellikle sentetik bir polimer olan polikaprolakton (PCL) ile birlikte

elektro egirme yonteminde kullanilir [35].
Jelatin
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Jelatin kolajenin hidrolizinden tiiretilmis olup, gida katki maddelerinde ve yara
iyilesmesinde siklikla kullanilan bir polimerdir. Dolayisiyla jelatin de bag dokusunda
bulunan dogal hiicre dis1 matrislerin yapisinda bulunmaktadir. Biyouyumluluk,
biyobozunurluk, yapiskan 6zellik ve kolajene gore daha az alerjenik 6zelliklerinden
dolay1 doku iskeleleri, kemik rejenerasyonu, gida sektorii gibi cesitli alanlarda

kullanilmaktadir [36].
Kitosan

Kitosan, kitinin deasetilasyonu sonucu olusan, biyomedikal ve kozmetik sektorlerinde
kullanilan biyouyumlu, biyobozunur, antibakteriyel dogal bir polimerdir. Mantar ve
bakterilere kars1 dnemli Olciide iyilesme sagladigindan yara Ortii malzemesi olarak
kullanilan bir polimerdir. Ayrica hiicre dis1 matrise de benzer 6zellikler gosterir. Fakat
kitosanin yapisinda ¢ok fazla zincir dolanmalar1 olmasi nedeniyle viskozitesi ¢ok
yiiksektir. Bu nedenle elektroegirme yonteminde tek basina kullanilmasi zordur.
Viskozitesini azaltmak igin poli(etilen oksit) (PEO) veya poli(vinil alkol) (PVA) gibi
sentetik polimerlerle birlikte kullanilir [35].

Ipek Fibroin

Ipek, ipek boceginin aglarindan elde edilen, tekstil alaninda &nemi ¢ok biiyiik bir
polimerdir. Temel olarak ipek proteini hidrofobik fibroin ve hidrofilik serikin olmak
lizere ikiye ayrilir. Ipek fibroin proteini iyi biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
minimum diizeyde inflamatuar dzellik gosterir. Ipek fibroin elektro egirme yontemiyle
kolayca nano fiberli yap1 olusturabilir. ipek nano fiberler yiiksek spesifik yiizey alan,
1s1 ve elektriksel iletkenlik, yiliksek yiizey enerjisi gibi Ozelliklerinden dolay:
biyomedikal, tekstil, doku miihendisligi, yara 6rtli malzemesi ve ilag tagima sistemleri

gibi birgok alanda kullanilmaktadir [25].
Hyaluronik asit

Hyaluronik asit, bag dokularin hiicre dis1 matrisinin yapisini olusturan ana maddedir.
Miikemmel biyouyumluluk ve biyobozunurluk o&zellikleri nedeniyle doku
miithendisligi, yara ortiileri, ilag tasima sistemleri, implantlar ve ¢esitli biyomedikal
alanda siklikla kullanilan bir polimerdir. Fakat hyaluronik asit kullanilarak elektro
egirme yonteminde yiiksek ylizey gerilimi, yliksek su tutma kabiliyeti ve yliksek

viskoziteye sahip olmasi nedeniyle ayni boyutlarda fiberler {iretmek zor
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olabilmektedir. Bu sebeple hyaluronik asidi sentetik polimerlerle birlikte kullanarak
daha diizgiin fiberler elde edilebilmektedir.

Seliiloz

Seliilloz, diinyada en fazla bulunan dogal bir polimerdir. Miikemmel gerilme
mukavemeti, yiiksek su tutma kapasitesi, yliksek kristallik ve ytliksek elastik modiilii
Ozelliklerine sahip olmasi nedeniyle yara ortiisii malzemesi olarak kullanildiginda bu
malzeme oldukca seffaf ve yumusak olmaktadir. Yiiksek su tutma ozelligi yara
yiizeyinde nemli ve hafif asidik bir ortam saglayarak yaranin iyilesmesine olanak
saglamaktadir. Ayn1 zamanda yara yiizeyinde oksijen gerilimini ayarlayarak kilcal

damar olusumunu destekler, iyilesme siiresini ve hissedilen aciy1 azaltir [37].

2.3.2.2. Sentetik polimerler

Sentetik polimerler yiiksek mukavemetleri, esnekleri ve diger mekanik ve yapisal
ozelliklerinden dolay1 elektroegirme yontemiyle elde edilen membranlarin yapisinda
siklikla kullanilmaktadirlar. Birgok farkli teknikle islenebilirler ve tedarik anlaminda
bol miktarda bulunabilmektedirler [38]. Ayrica iiretim esnasinda iiretilmek istenen
ozelliklere gore bircok farkli konsantrasyon, molekiil agirligi gibi ozelliklerde

islenebilirler.

Polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA) ve bunlarin kopolimerleri olan poli-
laktik-ko-glikolit (PLGA), poli(hidroksialkanoatlar) (PHA), polikaprolakton (PCL) ve
poliiiretan (PU) gibi sentetik polimerler nanofiber malzemelerin iiretiminde siklikla

kullanilan polimerlerdir [39].

Polikaprolakton (PCL) yar1 kristalin yapida, hidrofobik ve biyobozunur &zellikte,
afiberatik bir poliester olan sentetik bir polimer tiiriidiir. Kaprolakton monomerinin 1s1
veya katalizor yardimiyla polimerizasyonundan elde edilen diiz zincirli bir polimerdir.
Sahip oldugu mekanik ve yapisal 6zelliklerden dolayr elektro egirme yonteminde
siklikla tercih edilmektedir. Genel olarak kolajen, jelatin ve ipek gibi dogal
polimerlerle birlikte kullanilir [37].
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Sekil 2.12. Polikaprolakton molekiil yapisi

Tablo 2.7.’de PCL’in bazi1 fizikokimyasal 6zellikleri verilmistir. Diisiik erime sicakligi
(Tm) ve cams1 gegis sicakligina degerine sahip olmasi ve diger polimerlerle kolay

karistirilabilir olmasi sebebiyle biyomedikal alanda fazlaca kullanimi mevcuttur.

Tablo 2.7. PCL’nin fizikokimyasal 6zellikleri [40]

Ozellik Deger
Yogunluk, p 1.11 g.cm?
Ortalama Molekiil Agirligi, My 530-630000 g.mol*
Erime sicakligi, Tm 65°C

Cams1 Gegis Sicakligi, Ty - 65°C —-61°C
Kristalinite % 67

Modulus 190 MPa
Kopma Uzamast % >500
Maksimum ¢ekme gerilimi 14 MPa

Su gegirgenligi (25°C’de) 177 g/m?.giin
Yiizey gerilimi 519

PCL genellikle trifloroetanol (TFE), tetrahidrofuran (THF), hekzafloro-2-propanol
(HFP), toliien, diklorometan (DCM), asetik asit, formik asit gibi ¢oziiciilerde iyi
¢Oziinlirken dimetilformamid (DMF) ve alkollerde ¢6ziinmez. Biyomedikal malzeme
yapiminda, ila¢ tagima sistemlerinde, doku yenilenmesi i¢in 3 boyutlu iskelelerin
yapiminda siklikla kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda PCL’ye kolajen ve elastin
eklenmesi ile olusturulan PCL/protein nanofiberlerinin hiicresel yanit1 arttirdigi
gosterilmistir [41-43].
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Yara ortli malzemesi olarak PCL kullanilarak elektro egirme yontemiyle iiretilen
membranlar gézenekli yapiya sahip oldugu i¢in yara tizerinde gaz aligverisine olanak
saglar, yaranin hizli iyilesmesinde etkili olur ve PCL’in esneklik 6zelliginden dolay1
yarali bolgeye hareket kolayligi saglar. Ancak, PCL igeren membranlar yiiksek
yapisma Ozelligi gosterebilir. Bu durumda yara iizerinde iyilesen deri dokusunda
tahribat olugur ve yaranin iyilesme siiresi de uzayabilmektedir. PCL yiiksek hidrofobik
Ozellik gosterdigi icin yara ortii malzemesi olarak tek bagina degil diger polimerlerle

karistirtlarak kullanilmasi tercih edilir [22].

Nanofiber malzeme {iiretiminde kullanilan bir diger sentetik polimer poliiiretandir
(PU). Poliiiretan termoset, biyobozunur hale getirilebilen, biyouyumlu ve yiiksek
mekanik o6zelliklere sahiptir. Ancak PU ile liretilen bir nanofiber yapidaki doku
iskelesi viicutta bozundugunda PU’nun yapisinda viicut i¢in toksik ozellikte olan
izosiyanat grubu sorun teskil etmektedir. Bu nedenle PU’nun igeriginde toksik
olmayan lizin-diizosiyanat gibi tiriinler kullanilarak biyobozunur PU elde edilmeye

calisilmustir [39].

Polilaktik asit (PLA), biyouyumlu, biyobozunur, ¢cok iyi termal ve mekanik 6zelliklere
sahip sentetik bir polimerdir. Poliglikolik asit (PGA) ise yiiksek kristalinite, yliksek
¢ekme modiilii ve diisiik ¢oziiniirliige sahip biyobozunur sentetik bir polimerdir.
PLA’nin yapisinda PGA’dan daha fazla metil grubu bulundugu i¢in PLA, PGA’ya
gore daha yiiksek hidrofilik 6zellik igerir [39].

Tez kapsaminda kullanilan PLGA ile ilgili ayrintili bilgi ayr1 bir b6liim olarak asagida
verilmistir.
Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

PLGA, laktik asit (LA) ve glikolik asit (GA) monomerlerinden olusan termoplastik
ozellikte sentetik bir kopolimerdir [44]. Amorf yapiya sahip olan PLGA’nin camsi
gecis sicakligl 45-55°C araligindadir. Dimetilformamid, diklorometan, kloroform gibi

¢Oziiclilerde ¢oziinebilir.
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Poli(laktat-ko-glikolat)

Sekil 2.13. PLGA’’nin kimyasal yapisi [45]

Laktit/glikolit orani kristallik derecesi, camsi geg¢is sicakligi, mekanik mukavemet,
sisme davranis1 ve hidrolize etme yetenegi gibi PLGA'nin birgok 6zelligini dogrudan
etkiler. Genel olarak kullanilan PLGA kopolimer tiirleri 50:50 PLGA, 75:25 PLGA ve
85:15 PLGA'dir [46]. PLGA polimerinin bozunma hizi igerigindeki PLA/PGA oranina
gore degiskenlik gostermektedir. PLGA’nin yapisinda bulunan ester baglari su
igerisinde hidrolize olmaktadir. 50/50 oranindaki PLGA yaklasik olarak 1-2 ay, 75/25
oranindaki PLGA 4-5 ay ve 85/15 oranindaki PLGA 5-6 ayda bozunur. Tablo 2.8.’de
85/15 PLA/PGA oranina sahip PLGA polimerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
verilmistir [47].

Tablo 2.8. 85:15 PLGA polimerinin fizikokimyasal 6zellikleri

Ozellikler Degerler
Mol kiitlesi (148.11),
Yogunluk, 25 °C 1.25 g/cm?®
Camsi gegis sicakligi 45-52 °C
Young modiilii 891.2 MPa
Cekme mukavemeti 74.66 MPa
Bozunma siiresi 1-6 ay
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PGA, metil yan zinciri icermez ve PLA'ya gore oldukca kristalin bir yapiya sahiptir.
PLA, PGA'nin aksine metil yan zinciri nedeniyle daha hidrofobiktir, bu nedenle
yiiksek laktit igerigine sahip PLGA kopolimerleri daha az hidrofiliktir ve daha yavas
bozunur. Dogrusal ve doymus zincirlerden olusmaktadir. Termoplastik bir polimerdir.
PLGA,; biyouyumlu, biyobozunur, mekanik dayaniklilig1 yiiksek, kolay elektroegrilme
ozelligi, klinik deneyimin yapilan ¢aligmalarla kazanilmis olmasi, FDA tarafindan
onayli olmas1 nedeniyle basta ilag salim uygulamalari, cerrahi implantlar ve doku
iskelesi uygulamalar1 olmak tizere biyomedikal alanda genis kullanim bulmaktadir
[48]. Yapilan bir ¢alismada PLGA’nin yara iyilesmesinde inflamasyon tepkisini
azalttigl, kolajen dagilimini destekledigi, anjiyogenezi gelistirdigi, yara kapanmasini
ve olgunlagmasini hizlandirdigi rapor edilmistir [49]. Bununla birlikte, PLGA'nin
hidrofobik 6zelligi, yara ortiisii uygulamasi i¢in biiyiik bir dezavantajdir; bu nedenle,
kitosan gibi dogal bir hidrofilik polimer ile PLGA'nin kompozit nanofiberlerinin

tiretilmesi literatiirde galisilan konular arasindadir [50].

2.4. Echium italicum

Diinyada bircok bitki tip, gida, kozmetik alanlarinda iyilestirme 6zelliklerinden dolay1
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Tirkiye’de Echium bitkisinin bilinen 9 tiirii
vardir. Bunlar; Echium italicum L., Echiumvulgare L., Echium angustifolium Miller,
Echium parviflorum Moench, Echiumplantagineum L., Echium orientale L., Echium

russicum J.F.Gmel., Echium glomeratum Poir., Echium arenarium Guss’dir [51].

Bu tez ¢alismasinda da E. italicum bitkisinin igerisinde bulunan degerli metabolitler
sayesinde oOzellikle yanik yaralarmi iyilestirici 6zelliginden dolay1 yara Ortiisii

malzemesinin i¢erisinde kullanilmasi amaglanmaistir.

Echium italicum bitkisi Boraginaceae (Hodangiller) ailesine ait bir bitki tiirtidiir. Halk
dilinde engerek otu veya kurt kuyrugu olarak bilinen bu bitki, govdesi dikenli ve
bocekler tarafindan dollenen zigomorfik ciceklere sahip tek yillik ya da ¢ok yillik
bitkidir. Cigek yapraklar1 soluk mavi-eflatun-pembemsi-beyazimsi renklere sahiptir ve
yaklagik olarak 7.5 ya da 9.5 mm uzunlukta huni seklinde ta¢ yapraklara sahiptir [52].
Genellikle yamagclar ve tarlalarda dagilim gosterir. 5.ve 8. aylar1 arasinda ¢igeklenme
gosterir. Diinya tizerinde Avustralya, Avrupa ve Akdeniz Bolgesi’nde yayilim

gostermektedir. Tiirkiye’de Kirklareli, Istanbul, Bursa, Edirne, Samsun, Bolu,
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Kastamonu, Sinop, Giresun, Erzurum, Corum ve Ankara illerinde dagilim gosterdigi

belirtilmistir [53].

Sekil 2.14. Echium italicum bitkisi

Echium italicum igeriginde yiiksek miktarda doymamis yag asitleri (ALA, GLA, SDA)
sayesinde balik yagina alternatif olarak kullanilmaktadir [54].

2.4.1. E. italicum bitkisinin iceriginde bulunan ikincil metabolitler

Kimyasal 6zelliklerine bakildiginda kirmiz1 pigmentli koklerinin yanik ve yaralari
tyilestirdigi ve ge¢misten gliniimiize kadar yara iyilestirici karigimlarda kullanildig:
bilinmektedir. Echium italicum tiirlerinin fitokimyasal i¢eriginin baslica naftokinon,
flavanoid, pirolizidin alkaloitleri, ugucu yag ve sabit yag yoniinden zengin oldugu

goriilmektedir [55].

Tablo 2.9. E. italicum bitkisinin fitokimyasal igeriginde bulunan metabolitler [55]

. Pirolizidin e
Naftakinon Alkoloitler Yag Asitleri
. quma linolenik
* Sikonin « Retronesin asit
» Alkanin « Ekimidin « Stearidonik asit
« Ekiumin  Linoleik asit

* Oleik asit
 a-Linolenik asit
« Stearik asit
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Bunlarin arasinda bu tiiriin iceriginde en fazla miktarda ve 6zellikle kokiinde bulunan,
bitkinin koklerinin kirmizi pigmentli olmasini saglayan ikincil metabolitler alkanin ve
sikonindir. Bu iki metabolit E. italicum bitkisinin yara iyilesmesinde kullanilmasinda
etkilidir.

OH O OH OH j
O‘ X CHQ |/"\\‘>_~. \‘_L TH}
o Y Y Y Y ok
OH O OH O OH
Sikonin Alkanin
OH
O OH_A_OH
|_,/'}_,_7 ,/‘\___y,/lko /\\_//:‘\\\ 7
KOS

oM
Rosmarinik Asit

0
/\/\/‘\/’\/\/\/\)L i
SN OH \/-\/'-\/-\/\/\/\/k.«
Linoleik Asit a-Linolenik Asit
0 0
SN (H; I
HO' o4 =/ N/ N/ N
y-Linolenik Asit Stearidonik Asit

Sekil 2.15. E. Italicum bitkisinin igeriginde dogal olarak bulunan metabolitler [55]
2.4.2. E. italicum bitkisinin yara iyilesmesine olan etKisi

E. italicum bitkisinin koklerinde yogun olarak bulunan ve koke kirmizi rengini veren
sikonin ve alkanin metabolitleri sayesinde bu bitki gecmisten giinlimiize kadar yara
tyilesmesinde kullanilmigtir. Koklerinin bal mumu ve bazi yaglarla muamele edilerek

aktif bilesenlerinin ¢ikarilmasi yontemi ¢ok eskiye dayanan bir yontemdir.

E. italicum bitkisi antioksidan, antiinflamatuar, antiprofibereratif, antidepresan,
antiantiviral, antibakteriyel, yag diizenleyici 6zelliklere sahiptir. Yara iyilesmesinde
kullanildiginda hiicre biiyiimesi, ¢ogalmasi, migrasyonu ve dokunun graniilasyonuna

izin verir, epitelizasyonu arttirir. Yaranin mekanik uzamasini arttirir ve yaraya

esneklik kazandirir [55].
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3. MATERYAL VE METHOD

3.1. Kullanilan Malzemeler

PLGA Corbion N.V. firmasindan (PURASORB PLG 8523 L-laktit/Glikolit 85/15
molar oran, 2.3 dl/g) temin edilmistir. E. italicum Yalova’da arazi kenarlarindan
toplanmistir. Coziicili olarak kullanilan kloroform ve dimetilformamit (DMF) Sigma
Aldrich (USA) firmasindan temin edilmistir. in vitro sitotoksisite ¢alismalarinda
kullanilan Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, yiiksek glukoz) besi ortama,
besi ortamina eklenen Fetal Bovine Serum (FBS) ve Penicillin-Streptomycin
antibiyotigi Biological Industries (Israel) firmasindan satin alinmigtir. Diger biitiin
kullanilan malzemeler ve ¢ozeltiler aksi belirtilmedikge alindigi ve belirtildigi gibi

kullanilmuastir.

> E. italicum bitkisinden aktif bilesenlerin ekstraksiyonu

E. italicum ekstrakt1 (EIE) ve PLGA ¢ozeltisinin
hazirlanmasi

Elektroegirme yontemiyle PLGA/EIE nanofiber
iretimi

) PLGAJ/EIE nanofiberler malzemenin karakterizasyonu

Sekil 3.1. PLGA/EIE membranlarin {iretim semasi
3.2. Echium italicum (EI) Bitkisinden Aktif Bilesenlerin Ekstraksiyonu

Agustos — Eyliil aylarinda toplanan bitkinin kokii kesilerek 24 saat giineste kurutulup
silindirik pargalayici kullanilarak 6giitiiliip toz haline getirilmistir. Tartimi1 alinan (1,80
g) toz haldeki bitki kokii bir behere aktarilarak icerisine 55 g hayvansal kaynakli yag
eklenmis ve aktif bilegenlerin elde edilmesi i¢in 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir.
Elde edilen karisim filtre kagidi ile siiziilerek behere alinmis ve +4°C’de muhafaza

edilmistir.

3.3. Echium italicum (EI) Bitkisinde Antioksidan Bilesik Tayini

Ik asamada bitki kokii kurutulup toz haline getirildikten sonra 50 ml % 96 analiz
etanol ile karigtirilarak 48 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra filtre kagidi
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yardimiyla siiziiliip elde edilen siipernatant petriye konarak 24 saat boyunca etiivde
37°C’de kurutulmugtur. Kurutulan ekstrakt bir tiipe toplanmis ve +4°C’de muhafaza

edilmistir.

Toplam fenolik bilesen miktarin1 belirlemek amaciyla Eruygur ve ark., uyguladig
metot takip edilmistir [56]. Toplam fenolik bilesik tayini Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak yapilmistir. Bitki numunesi i¢in falkon tiip icerisinde 50 mg ekstrakt 5 ml
metanol ile karistirilip, 40°C’de 10 dk. siireyle sonike edilmistir. Daha sonra 6rnek,
1000x g hizda 10 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen supernatant alinarak +4°C’de
muhafaza edilmistir [57]. Kalibrasyon egrisi igin standart olarak gallik asit
kullanilmistir.  Stok  standart  ¢Ozeltisi, metanol kullanilarak 10 mg/ml
konsantrasyonunda hazirlanmistir. Daha sonra bu stok ¢ozeltisinden 0,5-0,01 mg/ml
araliginda farkli konsantrasyonlarda cozeltiler hazirlanmistir (0,5; 0,1; 0,05; 0,01
mg/ml). Ekstrakt ve gallik asit ¢ozeltilerinin 25 pl alinarak tizerlerine 100 pl Folin
reaktifi konularak 5 dakika beklenmistir. Daha sonra 80 ul NaCOz3 (%8) eklenerek
karanlik ortamda oda sicakliginda 90 dakika boyunca bekletilmistir. Siire sonunda 96
kuyucuklu mikroplakaya her 6rnekten pipet yardimiyla 100’er pl eklenerek 760 nm’de
mikroplaka okuyucuda (Biochrom EZ Read 400, UK) absorbanslar1 okunmustur.

Toplam flavanoid miktarini belirlemek i¢in AlClskolorimetrik yontemi referans olarak
kersetin kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu metodun prensibi olusan flavanoid-
aliminyum kompleksinin 492 nm dalga boyundaki maksimum absorbansinin
belirlenmesine dayanir [58]. 5 mg/ml konsantrasyondaki kersetin stok ¢ozeltisinden 1,
0,5, 0,1, 0,05, 0,01 mg/ml konsantrasyonlarinda standart c¢ozeltiler hazirlanmistir.
Bitki numunesi i¢in falkon tiip icerisinde 25 mg ekstrakt 5 ml metanol ile karistirilip
10 dakika 40°C’de sonike edilmistir. Sonikasyon islemi sonras1 1000x g hizda 10 dk

stiresince santrifiij edilip elde edilen siipernatant bagka bir tiipe alinmigtir.

Standart egriyi olusturmak i¢in 100 pl 6rnek tizerine 500 pl distile su eklenmistir. Daha
sonra her tiipe 100 pl %5°lik NaNO: eklenip 6 dakika bekletilmistir. Siire sonunda
%10 AIClI3 ¢ozeltisinden 150 pl ve 5 M NaOH ¢ozeltisinden 200 pl eklenerek 5 dk
siireyle oda sicakliginda bekletilmistir. Son olarak, 6rnekler vortekslenerek homojen
karisim saglanmustir. Orneklerin 492 nm’deki absorbans degerleri mikroplaka

okuyucuda yardimi ile 6l¢iilmiistiir.
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3.4. Bitki Ekstrakti iceren Polimerik Nanofiber Membranlarin Uretimi

E. italicum ekstrakt1 (EIE) ile PLGA polimeri sirasiyla %10, %12, %15 ve %20 (g/ml)
oranlarinda ¢dzelti hazirlanmistir. Buna ek olarak kontrol grubu olarak %10 (g/ml)
PLGA c¢o6zeltisi hazirlanmistir. Coziicii olarak 4:1 oraninda kloroform/DMF karisimi
kullanilmistir. Cozelti manyetik karistiricida 120 rpm hizla bir gece boyunca oda
sicakliginda karistirilmistir. Elektroegirme c¢alismalart i¢in OptoSense (Orlando,
Florida) yiiksek voltaj kaynagi, siringa pompasi (New Era Pump Systems, Inc, New
York) ve toplayici levhadan olusan bir elektroegirme diizenegi kullanilmistir. Voltaj
(kV), ¢ozelti akis hiz1 (ml/sa), enjektdr ucu ile toplayici levha arasindaki uzaklik (cm)
ve doner silindir hiz1 parametreleri degistirilerek gerceklestirilen tiim elektro egirme
caligmalar1 oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Denemeler sonucu belirlenen
optimum degerler kullanilarak topraklanmis toplayici levha {izerine nanofiber
membranlarin  lretimi  gergeklestirilmistir. Tablo 3.1°de goriildiigii ilizere bu

parametreler her konsantrasyon grubu icin farklilik géstermektedir.

Tablo 3.1. PLGA, PLGA/EIE10, PLGA/EIE12, PLGA/EIE15ve PLGA/EIE20
cozeltilerinin elektroegirme parametreleri

PLGA PLGA/EIE PLGA/EIE PLGA/EIE PLGAJ/EIE

10 12 15 20
Akis hizi 0.8 0.75 0.75 0.75 0.75
(ml/sa)
Igne ucu- 15 17 17 17 18
toplayici arasi
mesafe (cm)
Voltaj (kV) 13 13 135 13 13

3.5. Membranlarin Karakterizasyonu
Morfolojik Analiz

Hazirlanan nanofiber membranlarin yiizey ozellikleri, fiber morfolojisi ve fiber
caplarinin belirlenmesi amaci ile Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, FEI Inc.,
Inspect S50, EDAX Inc., Octane Prime) kullanilmistir. Ornekler ince bir altin
tabakasiyla kaplandiktan sonra 15 kV voltaj altinda ivmelendirilen elektron demeti

yardimi ile incelenmistir.
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in vitro Biyobozunma Calismalart

Nanofiber membranlarin in vitro bozunma hizini belirlemesi i¢in numuneler 2x2 cm
boyutlarinda kesilerek ©6n tartimlar1 alinmistir. Ardindan steril falkon tiipler
icerisindeki kontaminasyonu engellemek i¢in %2 oraninda sodyum azid (NaN3) i¢eren
fosfat ile tamponlanmis PBS (pH=7.4) ¢ozeltisine daldirilarak 37°C'deki etiivde
inkiibe edilmistir. Diizenli araliklarla (7, 14, 30, 60, 90 giin) ¢ozeltiden ¢ikarilan
numuneler ultra saf su ile yikanip, tekrar tartilmadan once 24 saat boyunca 37°C'de
kurutulmustur. Agirlik kaybi yiizdesi, her bir numunenin ilk ve son agirligina gore

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Wi—Ws 100
wi

(Wi : ik agirlik, Ws: Son agirlik)

FTIR Analizi

Membran i¢inde EIE'nin varliginin saptanmasi amaciyla 1x1 cm olacak sekilde kesilen
ornekler 4000-650cm™ dalga boyu araliginda FTIR-ATR (FTIR, Perkin Elmer,
Spectrum 100, USA) ile analiz edilmistir.

Mekanik Testler

Membranlarin gerilme mukavemeti ve % uzama degerleri universal bir test cihazi
(Zwick/Roell, Almanya) kullanilarak dl¢iilmiistiir. Test 6rnekleri 1x6 cm boyutunda
kesilerek hazirlanmistir. Test siirecinin tamami 23°C'de %50 bagil nem atmosferinde
10kN kuvvet kullanilarak 200 mm/dak sabit ¢cekme hizinda gergeklestirilmistir. Her
gesit 6rnek i¢in bes farkli 6l¢im (n=5) gergeklestirilmis ve ortalama degerleri ile

standart sapmalar hesaplanarak rapor edilmistir.
Termal Gravimetrik Analiz

PLGA/EIE membraninin termal Ozelliklerinin belirlenmesi ve ayrica membran
iceriginde bulunan EIE ve PLGA miktarimin tayini amaciyla termogravimetrik
diferansiyel termal analiz (Termal Gravimetrik Analiz / Dinamik Termal Analiz
(TG/DTA) Sistemi (Seiko, TG/DTA 6300)) yapilmistir. Analizler, 29-500°C sicaklik

araliginda ve 10°C/dk 1sitma hizi ile azot ortaminda gergeklestirilmistir.
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Su Temas Acist

Nanofiber membranlarin islanabilirligini, hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklerini analiz
etmek igin su temas acis1 dlgiimleri yapilmistir. Olgiimler, deiyonize su kullanilarak
oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Membranlar 1x1 cm seklinde kesilerek hareketli
bir tabakaya yerlestirilmistir ve {izerlerine bir mikro siringa ile deiyonize su
damlatilmigtir. Su damlaciginin membran ylizeyi ile yaptig1 temas agis1 degerleri

mikro kamera kullanilarak kaydedilmistir.
Indirekt Sitotoksisite Testi

Indirekt sitotoksisite testi, iiretilen membranlarin biyolojik olarak zararli olabilecek
ekstraktlar1 salip salmadigin1 belirlemek i¢in yapilan hizli ve ucuz bir yontemdir.
Calismanin bu asamasinda tiretilen membranlarin sitotoksisite indeksi ISO 10993/EN
30993'e gore MEM-ekstraksiyon testi kullanilarak belirlenmistir. Lateks kauguk ve
polistiren (PS) sirasiyla pozitif ve negatif kontrol olarak kullanilmistir. Test i¢in her
bir membran 6 cm?/ml ekstraksiyon oranina sahip olacak sekilde hazirlanmis ve UV
15181 altinda 20 dakika sterilize edilmistir. Sterilize edilen numuneler, %10 Fetal
Bovine Serum (FBS) ve %1 penisilin/streptomisin soliisyonu igeren DMEM'e
(Dulbecco's Modification of Eagle's Medium) daldirilmigtir. Daha sonra 37°C'deki su

banyosunda sabit ¢alkalama hizinda 24 sa siiresince inkiibe edilmistir.

Siire sonunda ekstraksiyon sivilari, gozenek ¢ap1 0.20 um olan filtre yardimu ile steril
edilmistir.. Deneyden once, L929 fare fibroblast hiicreleri (ATCC®, CCL-1™)
37°C'de %5 COz2, %90 nem altinda yar1 dolulukta bir tabaka olusturmak i¢in inkiibe
edilmistir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra kiiltiir ortami aspire edilerek her bir
kuyucuga numune ekstraktlar1 eklenmistir. Hiicreler, 24, 48 ve 72 sa boyunca
ekstraksiyon sivisi varliginda kiiltiir edilmistir. 24 ve 48 sa sonra doluluk yiizdesi,
yiizen hiicre yiizdesi ve hiicresel morfolojinin degisimi bir optik mikroskop altinda

degerlendirilip skorlar kaydedilmistir.

72 saatlik inkiibasyonunda biiyiime oranlarindaki azalma MTS analiz kiti (CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Profibereration Assay, Promega) ile belirlenmistir.
Bu yontem, MTS tetrazolyum bilesiginin metabolik olarak aktif hiicreleri tarafindan
renkli bir formazan iirliniine biyolojik olarak indirgenmesine dayanir. FBS icermeyen
DMEM ve MTS reaktifi (5:1 oran) her kuyuya eklenerek ve 37°C'de %5 CO2

degerlerine sahip inkiibatorde 3 sa inkiibe edilmistir. Daha sonra orneklerin 490
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nm'deki absorbanslar bir mikroplaka okuyucu (Biochrom EZ Read 400, UK)
kullanilarak kaydedilmistir. Mikroskobik degerlendirmeden alinan puanlar, negatif
kontrol ve ortalama igin diizeltilmistir. Biiytime inhibisyonu yiizdesi, MTS analizi
tarafindan belirlenmis ve negatif kontroliin degeri i¢in diizeltme yapildiktan sonra
puanlanmigtir. Nihai sitotoksik yanit bu iki skorun eklenmesiyle hesaplanmistir ve

ornekler Tablo 3.2’ye gore degerlendirilmistir.

Tablo 3.2. Sitotoksik yanit indeksi

Sitotoksisite Indeksi Reaktivite Basarili/Basarisiz
0-1 Yok Basarili
1-3 Biraz Toksik Basarili
3-5 Hafif Toksik Tekrar
5-7 Orta Derecede Toksik Basarisiz
7-8 Siddetli Toksik Basarisiz
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Echium italicum (EI) Bitkisinde Antioksidan Bilesik Tayini
Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Toplam fenolik bilesik miktarin1 belirlemek amaciyla standart olarak segilen gallik
asidin farkli konsantrasyondaki c¢ozeltilerinin absorbans degerleri kullanilarak
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Kalibrasyon egrisinin denklemi y= 1,9775x + 0,0040 ve
R?= 0,9957 seklinde belirlenmistir. Ayni dalga boyunda absorbansi okunan &rnegin
toplam fenolik bilesik miktar1 bu kalibrasyon denklemi kullanilarak mg gallik asit

esdegeri (GAE) / g ekstre + standart hata seklinde hesaplanmustir.

109 y=1,9775x+0,0040
R’=0,9957
0,8 -
E
=]
3 0,64
=,
Z
e]
s 0,44
3
<
0.2
0,0 . . : . : ) : : ; .
0.0 0.1 0,2 0,3 0,4 0,5

Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.1. Gallik asit’e ait kalibrasyon egrisi
Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid bilesik miktart AICIz kolorimetrik yontemi ile belirlenmistir.
Mikroplaka okuyucudan elde edilen absorbans ve konsantrasyon degerleri kullanilarak
kersetin kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Kalibrasyon egrisinin denklemi y= 0,2644x +
0,0315, R?>= 0,9704 seklinde belirlenmistir. Toplam flavanoid bilesik miktar1 bu
kalibrasyon denklemi kullanilarak mg Kkersetin esdegeri / g ekstre + standart hata

seklinde hesaplanmistir.
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0,4

y=0.2644x+0,0315
1 R*=0,9704
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Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.2. Kersetine ait kalibrasyon egrisi

Denklemler kullanilarak elde edilen toplam flavanoid ve fenolik bilesik miktarlari

Tablo 4.1’de sunulmustur.

Tablo 4.1. Toplam flavanoid ve fenolik bilesik miktarlari

Toplam Fenolik Bilesik Miktari Toplam Flavanoid Miktar:

15,9 £ 0,15 mg GAE/g ekstre 60,8 + 0,043 mg kersetin /g ekstre

Eruygur ve ark. yaptig1 caligmada, toplam fenolik ve flavanoid belirlemesinde gallik
asit ve kersetin standartlari kullanilmig ve E. italicum bitkisindeki antioksidan bilesen
miktar analizi yapilmistir. E. italicum bitkisinin kok kismindan hazirlanan etanollii
ekstrelerinin toplam fenol miktar1 19,986 + 0,008 (mg GA/g = S.H.) olarak tayin
edilmistir Flavanoid miktar1 ise 47,11 + 0,010 (mg kersetin /g + S.H.) olarak
bulunmustur [56]. Bu verilere dayanarak bitkinin kok kisminda fenolik bilesikler ve
flavanoid miktarlarinin toprak iistii kismina gore daha fazla oldugu anlasilabilir. Bu

tez calismasinda da elde edilen veriler literatiirdeki verilerle uyusmaktadir.

4.2. Morfolojik Degerlendirme

Elektroegirme yontemi ile iiretilen nanofiber malzemelerin morfolojik 6zellikleri

taramali elektron mikroskobu ile (SEM) incelenmistir (Sekil 4.3). Farkli EIE
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konsantrasyonuna sahip elektroegrilmis nanofiber membranlar benzer morfolojik yap1
sergilemislerdir. Elde edilen nanofiberler siirekli, damlaciksiz ve homojen
goriinlimdedir. Elektroegirme islemi sirasinda her konsantrasyon i¢in parametrelerin

farklilik gostermesi bu 6zellikleri optimize etmeye dayanir. Ayarlanan parametrelerin

her konsantrasyon i¢in optimum diizeyde oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.3. Membranlarin SEM goriintiileri a) PLGA, b) PLGA/EIE1O, ¢)
PLGAJ/EIE12, d) PLGA/EIE15, ) PLGA/EIE20 (5000x)

Nanofiberlerin ortalama ¢aplar1 Tablo 4.2'de verilmistir. Elde edilen verilere gore, en
yiiksek cap 1878 nm ile PLGA/EIE20 oranindaki membranda bulunurken, sadece
PLGA’dan iiretilen membranin ¢apt 910 nm’dir. Cozelti konsantrasyonunun

artmastyla birlikte olugan nanofiberlerin de ¢aplarinda artis oldugu goriilmektedir.

Bu durumda {iretilen membranlarin EIE miktar1 ile nanofiberlerin ¢ap1 arasinda dogru
orantt oldugu saptanmistir. Cozelti konsantrasyonu arttifinda viskozite de
artacagindan olusan fiberlerin ¢ap1 artmaktadir [25]. Bu nedenle kullanima en uygun

olan ve EIE igeren numunenin PLGA/EIE10 oldugu s6ylenebilir.
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Tablo 4.2. Farkli konsantrasyonlarda iiretilen membranlarin ortalama nanofiber
caplari

Ornek PLGA PLGA/EIEI0 PLGA/EIE12 PLGA/EIE1S PLGA/EIE20

Ortalama 910 1023 1178 1240 1878

nanofiber

cap1 (nm)

4.3. in vitro Biyobozunma Calismalar:

PLGA polimerinin bozunma hiz1 igerigindeki PLA/PGA oranina gore degiskenlik
gosterir. in vitro biyobozunma c¢aligmalarinin temeli PLGA nin yapisindaki ester
baglarinin zaman igerisinde su ile hidroliz olup baglarin kopmasina ve polimerin 6nce
Mn daha sonra Mw degerlerinin azalmaya baslamasina dayanir. 50/50 oranindaki
PLGA yaklasik olarak 1-2 ay, 75/25 oranindaki PLGA 4-5 ay ve 85/15 oranindaki
PLGA 5-6 ayda bozunur [47].

Bu tez kapsaminda da hazirlanan membranlar PBS'e daldirildiktan 7, 14, 30, 60 ve 90
giin sonra distile su ile yikanip 24 saat 37 °C etlivde kurutulduktan sonra agirlik kayb1
olup olmadiginin tespit edilmesi amaciyla tekrar tartimlar1 alinmis ve agirlik kaybi

yiizdesi hesaplanmistir.

Tablo 4.3.de membranlarin 7, 14, 30, 60 ve 90. giinde aliman agirliklarinin ilk
tartimlarina gore % azalma degerleri verilmistir. Orneklerde 7 ve 14. giin sonunda hig
agirlik kayb1 gozlenmemistir. 30. giiniin sonunda PLGA ve PLGA/EIE10 6rneklerinde
bozunma baglamigken, diger i numunede agirlik kaybina rastlanmamaistir. 60 giiniin
sonunda sirasiyla % 4,04, 3,88, 1,2, 1,3, 1,38 oraninda agirlik kayiplar1 yasanmustir.
Bu verilere dayanarak, EIE miktar1 bozunmay1 PLGA/EIE10 6rneginde artirirken daha

sonra yavaslatmistir.

Bozunmanin yavaglamasinda EIE igerisindeki hayvansal yag oraninin, dolayisiyla
ester baglarinin ve uzun hidrokarbon zincirlerinin etkisi olabilecegi diisliniilmiistiir.
Ester bagi miktar1 arttiginda su molekiilleri bu baglar1 kirmakta giicliik ¢ekecek ve

bozunma siiresi uzayacaktir.
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Tablo 4.3. Membranlarin 7,14,30,60 ve 90.giin i¢in in vitro biyobozunma yiizdeleri

Bozunma Siiresi (giin)

Ornek 7 14 30 60 90

PLGA - - 1,31 4,04 4,06
PLGAJ/EIE10 0,57 1,11 3,73 3,88 5,49
PLGA/EIE12 - - - 1,2 4,08
PLGA/EIE15 - - - 1,3 4,34
PLGAJ/EIE20 - - - 1,38 1,91

90. giin sonunda PLGA orneginde % 4,056, PLGA/EIE10 orneginde % 5,49,
PLGA/EIE12 6rneginde ise % 4,08, PLGA/EIE1S 6rneginde % 4,34 ve PLGA/EIE20
orneginde ise % 1,91 agirlik kaybi olmustur. EIE igeriginin artmasiyla EIE
konsantrasyonuyla birlikte bozunma orani bir siire artarken, PLGA/EIE20 6rneginde
diisiis goriilmiistiir. Elde edilen agirlik kayiplarina gére membranlarin igerisindeki

optimum EIE oraninin %10 olabilecegi anlasilmistir.

Sekil 4.4. ve Sekil 4.5.’te {iretilen membranlarin in vitro biyobozunmanin testinin 60
ve 90. giinlerinden sonra alinan SEM goriintiileri verilmistir. Bozunma PBS ¢ozeltisi
icerisindeki su molekiillerinin membranlarin yapisindaki ester baglarini krimasiyla
meydana gelir. Her membranda fiberlerin yapisinda degisiklik gézlenmistir. Fiberler
kopma seviyesine gelmis, bazi noktalarda parcalanmalar/kopmalar olmus, fiberlerin
yiizeyinde piirlizlillik artmistir. Ayn1 zamanda fiberler incelmis ve bazi1 kisimlar
yassilasmustir. 60. giinde sadece PLGA iceren membranin yiizeyinin en fazla
bozunmaya ugradigi goriilmektedir. 90 giin sonra alinan 6rneklerde ise %10 EIE igeren

numunenin en fazla bozunmaya ugradig goriilmektedir.
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Sekil 4.4. Orneklerin 60. giin sonunda SEM gériintiileri

*Sirastyla PLGA ( a) 40.000x, b) 12.000x), PLGA/EIE10 ( a) 20.000x, b) 10.000x), PLGA/EIE12 ( a) 40.000x, b) 10.000x),
PLGA/EIELS ( a) 40.000x, b) 10.000x), PLGA/EIE20 ( a) 40.000x, b) 10.000x)
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Sekil 4.5. Orneklerin 90. giin sonunda SEM gériintiileri

*Srastyla PLGA ( a) 40.000x, b) 20.000x) , PLGA/EIE10 ( a) 40.000x, b) 20.000x), PLGA/EIE12 ( a) 40.000x, b) 20.000x,),
PLGA/EIE15 ( a) 40.000x, b) 10.000x), PLGA/EIE20 ( a) 20.000x, b) 10.000x)

4.4. FTIR Analizi

Nanofiber yiizeylerin kimyasal yapis1 belirlemek amaciyla yapilan FTIR-ATR analizi
sonucu Sekil 4.6’da gosterilmistir. FTIR spektrumuna gore, PLGAya ait karakteristik
bantlar yaklasik 1752 cm™'deki C=0O bag1 gerilme band1 ve 1090 cm™*'deki C-O-C
gerilme bandi giiclii karakteristik absorpsiyon bantlari olarak goriilmektedir [59]. 1088
cm™'deki goriilen pik C-O gerilme bandini temsil etmektedir. 2944 cm™ bandinda C-

H baginin gerilmesinin varligi gézlemlenmistir [60].
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Sekil 4.6. Membranlarin FTIR spektrumu

EIE, alfa-linolenik asit (ALA), stearidonik asit (SDA), linoleik asit (LA), gama
linolenik asit (GLA) gibi yag asitlerine sahip oldugundan, ekstrakt spektrumunda 2800
ile 3000 cm™ arasinda gozlenen bantlar yag asitlerine atfedilebilir [59]. Bu nedenle,
EIE miktarinin artmasiyla bu bantlarin yogunlugunun arttig1 goriilmektedir. Ayrica,
EIE, PLGA ile aym1 dalga boylarinda karakteristik bantlara sahip olan sekonder
metabolitler olarak sikonin ve alkanin'e sahiptir. Dolayisiyla yukarida belirtilen C=0O
ve C-O-C gerilme bantlar1 EIE igeren malzemelerin FTIR spekturumunda da
goriilmiistir. PLGA polimerine EIE eklenmesiyle birlikte 2850-3000 cm™ dalga

boylar1 disinda belirgin bir fark yaratmamustir.

4.5. Mekanik Test

Yara Ortii malzemesi iiretilirken malzemenin esnek, gerilme mukavemetine dayanikl,
yiiksek elastikiyete sahip olmasi gerekir. PLGA polimeri de bu 6zellikleri tasiyan
biyobozunur, sentetik bir polimerdir. EIE ilavesinin membranlarin mekanik 6zellikleri
tizerindeki etkisini degerlendirmek icin ¢ekme testleri yapilmis ve sonuglar Tablo
4.4'de sunulmustur. Sonuglara gore gerilim kuvvetine en fazla mukavemeti gosteren

malzeme PLGA igeren 6rnek olmustur. Cozeltide EIE konsantrasyonunun artmasiyla
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birlikte olusan membrandaki gerilme direnci ve gerginlik degerleri azalis gostermistir

ancak uygulama igin hala yeterli degerler oldugu gozlenmistir.

Tablo 4.4. Membranlarin mekanik dl¢iim degerleri

Ornek ET (MPa) e m (%)
PLGA 0.23 207
PLGA/EIEL0 0.11 142
PLGA/EIE12 0.07 88
PLGA/EIEL5 0.10 163
PLGA/EIE20 0.08 112

4.6. Termal Gravimetrik Analiz

Hazirlanan nanofiber membranlarin ve EIE aktif bilesenlerinin termal 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in yapilan TGA analizinden elde edilen termogram asagidaki sekilde
gosterilmistir.  Gergeklestirilen TGA analizinde 25-500°C sicakliklart arasinda
nanofiberlerin % agirlik kayiplari tayin edilmistir. Agirlik kaybi goriilmesinin sebebi

sicakligin artmasiyla malzemedeki termal bozunma ve buharlasma meydana

gelmesidir.
120
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Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonda drneklerin TGA grafikleri

Nanofiberlerin sicaklik artisina karst agirlik kaybi yiizdesi incelendiginde yaklasik
250°C sicakliga kadar hicbir nanofiberde agirlik kaybi gerceklesmemistir. Bunun

47



sebebi olarak nanofiberler 300°C’ye kadar termal kararlilik gostermektedir [61].
Literatiirde Zhu ve ark., yaptiklar1 TGA c¢alismalarinda bozunmanin PLGA i¢in
225°C’den sonra basladigini ortaya koymuslardir [62]. Literatiirde verilen bilgilere
gore bu calismada PLGA i¢in elde edilen TGA uyumluluk gostermektedir. Sicaklik
artigina bagli olarak PLGA, PLGA/EIE10, PLGA/EIE12, PLGA/EIE15, PLGA/EIE20
ve sadece ekstrakti igeren numunelerin (EIE) sirasiyla agirlik kayiplar: %98.7, %99.5,
%99, %99, %98.5 ve %99.6 oldugu goriilmektedir. Termal bozunma tamamlandiktan
sonra, tiim nanofiberler bir miktar artik madde birakmistir. Tek basina EIE 6rneginin
TGA profili analiz edildiginde, dekompozisyonun 127-467°C gibi ¢ok daha genis bir
sicaklik araliginda gergeklestigi gortilmiistiir. Dolayistyla PLGA’ya aktif bilesenler
iceren bitki ekstrakti eklendiginde termal direncin diistiigii goriilmektedir. EIE
icerisindeki yag katkis1i malzemelerdeki polimer-polimer etkilesimini azaltir, boylece
1s1] kararliligr da disiirmektedir. TGA sonuglarina dayanarak, bitki ekstrakti igeren
farkli konsantrasyonlarda iiretilen PLGA igerikli nanofiber yara ortiisii malzemeleri

viicut sicakliginda (37°C) herhangi bir bozunma gerceklesmeden kullanilabilir.

4.7. Su Temas Agisi

Su temas acis1 testi, farkli konsantrasyonlarda iiretilen nanofiber malzemelerin
hidrofilik ve hidrofobikligini tayin edebilmek i¢in kullanilmistir. Asagidaki tabloda
goriildiigii gibi farkli konsantrasyonlardaki PLGA/EIE ve kontrol PLGA nanofiber
membranlarin {izerlerine su damlatilarak temas acilar1 6lgiilmiis, ortalamalar1 alinmis

ve asagidaki gibi rapor edilmistir.

Tablo 4.5. Membranlarin su temas ag¢1 degerleri

Ornek Temas Aqisi (°)
PLGA 125,79
PLGA/EIE10 121,70
PLGAJ/EIE12 126,86
PLGA/EIE15 129,66
PLGA/EIE20 122,78
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Su damlatildiktan sonra kamerayla alinan goriintiiler Sekil 4.8’de sunulmustur. EIE
miktarinin artmasiyla birlikte malzemelerin temas agisinin ilk basta diistligli, daha
sonra tekrar yiikseldigi goriilmektedir. Sadece PLGA iceren membranin su temas
acisinin  yiikksek olmasinin sebebi PLGA polimerinin hidrofobik olusudur.
PLGA/EIE10 6rneginde temas agisinin diigmesine sebep olarak polimerik nanofiber
membrana EIE eklenmesiyle birlikte hidrofilitesi yani islanabilirliginin de arttigi
sOylenebilir. Bunda EIE nin igerisinde bulunan —OH gruplarin hidrofilikligi artirmada
etkili olabilecegi disiiniilmektedir. Ancak PLGA/EIE10 Orneginden sonraki

numunelerin temas agilarinda yiikselme meydana gelmistir. Bu da optimum oranin

. 00

d l e

%10 EIE konsantrasyonu oldugunu gostermektedir.

a l b

e

Sekil 4.8. Membranlarin su temas agis1 dl¢limlerinin goriintiileri
4.8. Indirekt Sitotoksisite Testi

Indirekt sitotoksisite degerlendirmesi, MEM-ekstraksiyon testi ile belirlenmistir. Bu
test, liretilen malzemelerin biyolojik olarak zararli olabilecek ekstraktlari salip
salmadigin belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. 24 ve 48 saat sonra kayit edilen

degerler asagidaki tabloda verilmistir.
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Tablo 4.6. Membranlarin 24 ve 48 saat sonra elde edilen sitotoksik indeks degerleri

PLGA PLGA/EIE10 PLGA/EIE12 PLGAJ/EIE15 PLGA/EIE20

24 sa 1,75 2,04 2,05 2,19 1,92
48 sa 1,75 2,76 2,77 2,70 2,64
S 1-3 1-3 1-3 1-3 1-3
onug
Basarili Basarili Basarili Basarili Basarili

Sekil 4.9’da 72 saat sonra MTS analizi ile belirlenen hiicre canliligi degerleri
goriilmektedir. Yapilan test sonucu %10 ve %15 6rneklerinde hiicre canliliginin diger
membranlara gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Hiicre canliligin en az oldugu

membran ise %20 drnegi olmustur.

70
60
50
40

30

% Negatif Kontrol

20

10

0 —

1

B LATEKS W PLGA ®m10% m12% = 15% m20%

Sekil 4.9. 72 saatlik bir siire boyunca kontrol ve numune 6zleri ile inkiibasyondan
sonra 1.929 hiicrelerinin hiicre canlilig1

Hem mikroskobik degerlendirme hem de hiicre canlilig1 testinden elde edilen
sonuclarin birlestirilmesinden sonra, membranlardan sizabilir bilesenlerin sitotoksik
indeksi 1.70-2.77 arasinda olan sitotoksik olmayan olarak kabul edilebilecegi agikca
belirtilebilir.
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5. SONUC VE ONERILER

Deri dokusu, viicudumuzun en genis organit olmakla birlikte, viicudu dis etkenlerden
koruyan ve o etkenlerle ilk olarak karsilasan dokudur. Yara ise deriye 1s1, kimyasal,
keskin malzemeler gibi dis etkenlerin temas etmesi sonucu viicudun verdigi tepkidir.
Yaranin verdigi bu tepkilerden sonra yara bir dizi fazlardan gecerek iyilesme siirecini
tamamlar. Buna yara iyilesmesi denir ve bu fazlar sirasiyla hemostazi, inflamasyon,
profibererasyon ve yeniden sekillenmedir (maturasyon). Yaranin olusum derecelerine

gore iyilesme siireleri de uzayabilmektedir.

Glinlimiizde sargi bezleri gibi geleneksel yara oOrtiileri disinda yaraya nemli ortam
saglayamadiklarindan dolay1r modern yara ortiileri daha popiiler olmaya baglamistir.
Hidrokolloidler, poliiiretan kopiikler, hidrojeller ve nanofiber yara ortiileri bunlardan
birkacidir. Nanofiber yara oOrtii malzemeleri genel olarak dogal veya sentetik
polimerlerden olusan elektro egrilmis malzemelerdir. Bu malzemeler nano boyutta
olduklarindan dolay1 yaraya ekstra nem ve oksijen gegirgenligi saglar, icerisindeki
polimer ise yeni deri dokusunun olusabilmesi i¢in aktif rol oynar. Bir¢ok ¢alismada bu
polimerlere ek olarak c¢ozelti icerisine yara iyilesmesinde aktif rol oynayan baz1 bitki

ekstraktlar1 da eklendigi gézlenmistir.

Bu tez c¢alismasinda E. italicum bitkisinden elde edilen aktif bilesenler ile cilt
tedavilerinde siklikla kullanilan PLGA polimerinden farkli konsantrasyonlarda
cozeltiler hazirlanarak uygun parametrelerde elektro egirme islemi yapilmis ve
nanofiber yara drtii malzemesi iiretilmistir. Uretilen membranlarin mekanik test, TGA
analizi, in vitro biyobozunurluk testi, in vitro sitotoksisite testi gibi gergeklestirilen test
sonuclarina bakilarak nanofiber membran iiretiminde optimum konsantrasyonun

PLGA/EIE10 oldugu goriilmektedir.

Bu iiretilen yara Ortli malzemesinin, nano boyutta fiberlerden olugmasi sayesinde yara
ile temas ettirildiginde yaranin hava alabilecek oksijen ve nem dengesini korumast en
bliylik avantajlarindan biri olarak tespit edilmistir. Ayrica diger avantajlarindan
bazilar1 biyouyumlu, biyobozunur, esnek, mekanik ozellikleri kuvvetli olmasidir.
Hiicre biiylimesine engel olmadig1 da tespit edilmistir. Bu da yara iyilesmesi sirasinda
yeni deri dokusu olusturarak yaradan geriye iz kalmamasini saglamaktadir. Mevcut

calismadan elde edilen sonuglar, gelistirilmis fiberli matlarin, ciddi yanik yaralarinin
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tedavisi i¢in bir yara pansuman malzemesi olarak hizmet etmek i¢in uygun 6zelliklere

sahip oldugunu gostermektedir.
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