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OZET

Metal nanopartikiiller sahip olduklari iistiin optik, fiziksel ve biyolojik aktivitelerinden
dolayi, kimya, biyoloji ve malzeme bilimi gibi bircok alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle, son yillarda, metal nanopartikiillerin, sahip olduklart
antibakteriyel, antifungal ve biyouyumluluk 6zelliklerinden dolayr biyomedikal
uygulamalarda kullanimina olan ilgi artmigtir. Bununla birlikte, sentez sirasinda
gilimiis nanopartikiiller yigilma/topaklanma egilimindedirler, bu da onlarin aktiviteleri
tizerinde olumsuz bir etki olugturmaktadir. Bu problem, ylizey alan1 genis ve metaller
ile giiclii etkilesim yapabilecek ideal kat1 destekler tizerinde metal nanopartikiillerin
biriktirilmesi ile agilabilir. Bunun i¢in ideal kat1 destek malzemelerinin gelistirilmesine
thtiyag  duyulmaktadir. Bu tez c¢aligmasinda, glimiis nanopartikiillerin
y1gilma/topaklanma problemlerini ortadan kaldiracak, karboksimetil seliiloz/kantaron
keratin bazli mikro boncuklar (CMC/Ht/FK) destek materyali olarak ilk kez
sentezlenmistir. Sonrasinda sentezlenen polimerik kompozit destek materyali tizerinde
giimiis nanopartikiiller (Ag@CMC/Ht/FK) biriktirilmistir. Uretilen biyomalzemelerin
kimyasal ve morfolojik yapilart FT-IR, FE-SEM, EDX, XRD ve TEM teknikleri ile
karakterize edilmistir. Ek olarak, biyolojik aktiviteleri antioksidan testi kullanilarak
hesaplanmis ve en i1yi antioksidan aktivite gOsteren malzemelere hiicre kiiltiirii
analizleri ve in vitro hiicre ¢izik testleri uygulanmistir. Calismalar sonucunda en
yiiksek antioksidan aktivite 1 g keratin eklenen Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiilleri
(%88,04) i¢in bulunmustur. TEM sonuglarina gére Ag nanopartikiillerin boyutunun 14
nm oldugu belirlenmistir. Uretilen ekstrelerin hicbiri sitotoksisite gdstermemistir. En
iyi hiicre canlilig1 gésteren 3 dozda hiicre ¢izik testi yapilmis ve AQ@CMC/Ht/FK’nin
in vitro yara iyilestirici aktivitesi, CMC/Ht/FK’ ya gore daha iyi olarak belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Ag nanopartikiiller, mikro boncuklar, keratin, karboksimetil
seliiloz, antioksidan, hiicre ¢izik testi, sitotoksisite, Hypericum triquetrifolium.

Haziran, 2024; 60 sayfa
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SYNTHESIS, CHARACTERIZATION, CYTOTOXICITY AND
ANTIOXIDANT PROPERTIES OF SILVER NANOPARTICLES
IMMOBILIZED ON KERATIN/ HYPERICUM TRiQUETRIFOLiUM
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ABSTRACT

Metal nanoparticles are widely used in many fields such as chemistry, biology and
materials science due to their superior optical, physical and biological activities. In
particular, in recent years, there has been an increased interest in the use of metal
nanoparticles in biomedical applications due to their antibacterial, antifungal and
biocompatibility properties. However, silver nanoparticles tend to agglomerate during
synthesis, which has a negative impact on their activity. This problem can be overcome
by depositing metal nanoparticles on ideal solid supports with large surface area and
strong interaction with metals. For this, there is a need to develop ideal solid support
materials. In this thesis, carboxymethyl cellulose/ cornflower keratin-based
microbeads (CMC/Ht/FK) were synthesized for the first time as a support material to
eliminate the agglomeration/agglomeration problems of silver nanoparticles. Silver
nanoparticles (Ag@CMC/Ht/FK) were then deposited on the synthesized polymeric
composite support material. The chemical and morphological structures of the
fabricated biomaterials were characterized by FT-IR, FE-SEM, EDX, XRD and TEM
techniques. In addition, their biological activities were calculated using antioxidant
assay and cell culture assays and in vitro cell scratch tests were applied to the materials
with the best antioxidant activity. As a result of the studies, the highest antioxidant
activity was found for Ag@CMC/Ht/FK nanoparticles (88.04%) added to 1 g keratin.
According to TEM results, the size of Ag nanoparticles was determined to be 14 nm.
None of the extracts produced showed cytotoxicity. Cell scratch test was performed at
3 doses showing the best cell viability and the in vitro wound healing activity of
Ag@CMC/Ht/FK was determined to be better than CMC/Ht/FK.

Keywords: Ag nanoparticles, microbeads, keratin, carboxymethyl cellulose,
antioxidant, cell scratch test, cytotoxicity, Hypericum triquetrifolium.

June, 2024; 60 pages
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1.GIRIS
1.1 Deri Yaralar ve Yara Iyilestirme

Deri, insan viicudunun 6nemli ve en hizli gelisen dokusudur. En biiyiik organ olan
deri, yetigkinlerde toplam viicut agirhiginin yaklasik %15' ini olusturur. Deri epidermis,
dermis ve hipodermisten olusan ¢ok katmanli bir yapidir. Bunlarin hepsi radyasyon,
151, biyolojik, kimyasal, fizyolojik ve mekanik etkilerden korunmasina yardimci
olmada 6nemli rol oynamaktadir. Bu en biiyiik organ ayn1 zamanda viicudun hidrasyon
durumunun diizenlenmesinden de sorumludur (Bombin vd., 2020; Jeckson vd., 2021).
Deride meydana gelen yaralar, normal cilt anatomisi ve islevinde bozulmalara sebep
olan ve derinin acilmasi ve kopmasiyla olusan fiziksel hasarlardir. Altta yatan bag
doku kayb1 olsun ya da olmasin epitel dokunun devamliliginin kaybina neden olurlar
(Agyare vd., 2016). Koruyucu, fiziksel bir engel olarak deri, dehidratasyon, mekanik
ve kimyasal tahribat ve mikrobiyal enfeksiyon gibi dis ortamdan kaynakli bir¢ok
yaralanmaya siirekli olarak maruz kalmaktadir (Kanitakis, 2002). Bu nedenle,
canlilarin hayatta kalmasi, saglam bir yara iyilesme siirecine baglidir (Takeo vd.,

2015).
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Sekil 1.1. Yara onarimi1 asamalar1 ve hiicresel bilesenleri (Wilkinson ve Hardman,
2023)



Yara iyilesmesi, hiicresel yapilarin ve doku tabakalarinin onarilmasini igeren karmagik
ve hareketli bir siirectir. Cilt dokusu hasar1 genis veya geri dondiiriillemez bir halde ve
tedavi edilmezse, hasta ic¢in stres, izolasyon, depresyon ve anksiyeteye ek olarak
agriya, islev kaybma ve uzvun tamaminin ya da bir kismimin kesilme riskinin
artmasina neden olabilir (Pop ve Almquist, 2017). Yara iyilesme siireci, son derece
biitiinlesmis ve birbiri ile ortiisen dort asamadan olusur (Sekil 1.1). Bunlar hemostaz,
inflamasyon, proliferasyon ve doku yeniden sekillenmesi veya ¢oziilmesidir (Guo ve

DiPietro, 2010).

Hemostaz, normal fizyolojik sartlar altinda kan akisinin siirdiiriilmesini saglayan ve
damar yaralanmalarindan hemen sonra biiyiik kan kaybina engel olan kompleks bir
stirectir (Zaidi ve Green, 2019). Hemostaz, yara iyilesmesinin ilk asamasi ve
kanamadan hemen sonra viicudun verdigi ilk tepkidir (Wang vd., 2019).Yaralandiktan
sonra kan damarlar1 kiiciiliir ve kan pihtilasarak kanin gitmesini engeller. Kan pihtisi
esas olarak fibrin adi verilen lifli protein, fibronektin adi verilen glikoprotein ve
trombosit ad1 verilen aktive edilmis baz1 hiicrelerden olusur (Bombin vd., 2020). Yara,
dokularin zarar gormesi, kiigilk kan damarlarindan kanama ve yaranin igine kan
sizmast ile belirgindir. Kan damarlar1 seklini ve giiciinii kaybettiginde kanin
pihtilasmasina ve damar duvarlarinin kii¢ciilmesine neden olan bir dizi reaksiyon
baslar. Ortaya ¢ikan piht1 olusumu ve trombosit agregasyonu daha fazla kan kaybini
engeller. P1iht1 i¢inde sikisan trombositler, hemostaz ve normal bir inflamasyon cevap
icin gereklidir (Enoch ve Leaper, 2008). Trombositler, kemik iliginde bulunan
megakaryositlerin ¢ekirdeksiz pargalaridir. Yara iyilesme siirecinde ¢ok 6nemli bir
role sahiptirler. Sadece piht1 olusumu i¢in gerekli olmakla kalmazlar, ayn1 zamanda
tyilesme kaskadini diizenlemeye devam eden bir¢ok biiyiime faktorii ve sitokin de
iiretirler (Singh vd., 2017). Uretilen en ilging sitokin gruplarindan biri trombosit aracili
biiylime faktorleridir. Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF), Fibroblast Biiyiime Faktorii
(FGF), Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-1 (IGF-1), insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii-
2 (IGF-2), Keratinosit Biiyiime Faktorii (KGF), Trombosit Kaynakli Biiytime Faktori
(PDGF), Doniistiiriicti Biiytime Faktorii-o (TGF-a) ve Dontistiiriicti Biiytime Faktorii-
B (TGF-B) trombosit aracili biiyiime faktorleridir. Bu biiyiime faktorleri fibroblastlar
ve keratinositlerin akisi, kolajen ve diger ECM proteinlerinin sentezi, yara mikro alani
igindeki hiicre davranmiginin diizenlenmesi, yeni kilcal damarlarin ve damarsal

yataklarin yonlendirilmis biliylimesi ve yeni olusan bag dokusunun bi¢imlendirilmesi



i¢in kullanilan enzimlerin birlesimi dahil olmak {izere bir¢ok farkli molekiiler siiregten

sorumludur.

Inflamasyon, yaranin iyilesmesinin ikinci asamasidir. Inflamatuar cevapta, hasar goren
doku hiicreleri ve kan damarlar1 i¢in iltihaba neden olan maddeler salgilanir. Bu
maddeler arasinda trombositlerden ve yardimcilarindan gelen kimyasallar ve kanin
pihtilasma iiriinleri yer alir (Strodtbeck, 2001). Iltihaplanma oldugunda, oncelikle
yaray1 temizlemek i¢in notrofiller yara bolgesinde toplanir. Baglangicta bakterilerden
saliman farkli kemotaktik ajanlar tarafindan yara c¢evresine ¢ekilirler. Yaranin i¢ine
girdiklerinde fagositoz adi verilen bir siirecle bakterileri yutarlar. Enfeksiyon
kaptiginizda notrofil adi verilen beyaz kan hiicreleriniz yara yataginda iltihap veya
kabuk goriiniimii olusturur (Beldon, 2010). Monositler, yara yatagina ulastiklarinda
makrofajlara farklilasirlar ve pihtilasma faktorleri, sitokinler ve kompleman sistemi
gibi kemotaktik ajanlar tarafindan yara bolgesine toplanirlar. Makrofajlarin yar1 d6mrii
daha uzundur ve nétrofillerle karsilagtirildiginda daha diisiik pH degerlerinde de
calisabilirler. Makrofajlar, bakteri parcalarini fagosite eder ve biiyiilk miktarlarda
Trombosit Kaynakli Biiylime Faktorii (PDGF) ve Vaskiiler Endotelyal Biiyiime
Faktorii (VEGF) gibi biiylime faktorleri ve sitokinleri igerir. Makrofajlar, graniilasyon
dokusu olusumunu baslatan keratinositleri, fibroblastlar1 ve endotel hiicrelerini aktive
eder ve diizenleyici hiicreler olarak gérev yaparlar. Inflamatuar faz sirasinda yara
bolgesine toplanan son hiicreler, kolajen birikiminin kontrol edilmesi ve yaranin
mekanik mukavemetinin etkilenmesi de dahil olmak iizere yaranin ¢oziilmesinde ve
yeniden sekillenmesinde rol oynadigi gosterilen T lenfositleridir (Bombin vd., 2020).
Yaralarda nétrofillerin ve makrofajlarin baskin varligi, diger miyeloid hiicrelerin yara
tyilesmesindeki 6nemini gizlemistir. Bununla birlikte, son arastirmalar, dolasimdaki T
hiicrelerinin inflamasyonu gidermek icin gorevlendirildigini, yerlesik T hiicrelerinin
ise yaralanmaya erken cevap i¢in 6nemli oldugunu gostermistir. Ek olarak anti-
inflamatuar diizenleyici T hiicrelerinin tiikkenmesi farelerde doku onarimini yavaslatir.
Mast hiicreleri de ayrica yaralarda rol oynar ve erken iltihaplanma sirasinda
notrofillerin  toplanmasma yardimci olmak igin histamin salgilar (Wilkinson ve
Hardman, 2023).lyilesmenin proliferasyon fazi, keratinositlerin, fibroblastlarin,
makrofajlarin  ve endotel hiicrelerinin aktivasyonu ile belirlenir. Bu siirecte,
keratinositler yara kenarinda yeniden epitelizasyon siirecini baslatir ve yara yataginin

temizlenmesi i¢in matriks proteinleriyle etkilesirler.



Fibroblastlar, graniilasyon dokusunun olusumunda ve ekstraseliiler matriksin (ECM)
yeniden yapilanmasinda kritik bir rol oynarlar. Anjiyogenez siireci, yeni kan
damarlariin olusumunu saglar, boylece yarali dokuya daha fazla oksijen ve besin
tasinabilir. Makrofajlar, anjiyogenezde 6nemli bir rol oynarlar ve doku diizenlemesine
yardimci olmak i¢in proteazlar iireterek yara iyilesmesini desteklerler. Sinir lifi
rejenerasyonu da iyilesmenin 6nemli bir bilesenidir ve 6zellikle noro peptitlerin,
ornegin P maddesinin, bu siirecte kritik bir rol oynadigi bilinmektedir. Tiim bu
siirecler, yaranin tamamen iyilesmesini saglayarak yara kapanmasini ve dokunun

normal fonksiyonunu geri kazanmasini saglar (Wilkinson ve Hardman, 2023).

Ekstraseliiler matriksin sentezi ve yeniden yapilanmasi, graniilasyon dokusunun
olusumuyla es zamanli olarak baglar ve uzun bir silire devam eder. Yaralanmadan sonra
kolajenin siirekli sentezi ve par¢alanmasi, genellikle 21 giin civarinda bir dengeye
ulagir. Yara kasilmasi, fibroblastlar ile hiicre disi matriks arasindaki etkilesimler
sonucu gerceklesir ve ¢esitli sitokinlerin etkisi altindadir; 6rnegin TGF-f, PDGF ve
FGF bu siireci etkiler. Kolajen yikimi, fibroblastlar, nétrofiller ve makrofajlar
tarafindan  dretilen  spesifik metalloproteinazlar tarafindan  gergeklestirilir.
Metalloproteinazlar cesitli doku bilesenlerini pargalayabilir ve aktiviteleri ¢inko
iyonlarina bagimhdir. Bu enzimlerin aktivitesi sik1 bir sekilde diizenlenir, ¢iinkii asirt
aktivite yara iyilesmesini olumsuz etkileyebilir. Yara iyilesmesinin ilerlemesiyle,
metalloproteinazlarin aktivitesi azalir ve doku inhibitorlerinin aktivitesi artar. Bu
siire¢, graniilasyon dokusunun iskeletinin olusmasina ve yara izinin olgunlasmasina
neden olur. Yara izinin olgunlagsmasi sirasinda, fibronektin ve hiyaliironata
pargalanirken, kolajen demetlerinin ¢ap1 artar. Ancak, bu kolajen lifleri yarasiz cildin
orijinal giicilinii tam olarak geri kazanamaz ve yara 1zi maksimum %80 giice ulasabilir

(Enoch ve Leaper, 2008).



1.2 Biyomalzemelerin Yara Iyilesmesinde Kullanimi

Insanlar, dogal olarak saglik sorunlariyla miicadele etmek zorunda kalabilirler. Bu
durum, bazen hastalik yapan organizmalara karsi savunmasizlikla sonuglanabilir ve
ciddi kayiplara neden olabilir. Insanlar, bu zayifliklarin1 azaltma veya giderme
amaciyla cesitli ¢abalar sarf ederler. Bu ¢abalarda, biyolojik dokular1 ve materyalleri
kullanmak yaygin bir yaklasimdir. Biyomalzemeler, canli dokunun islevini yerine
getiren veya destekleyen yapay veya dogal malzemelerdir. Bu alandaki bilim, tip, doku
mihendisligi, biyokimya ve fizik gibi bir¢cok disiplinin is birligiyle hizla
gelismektedir. Biyomalzeme bilimi, gelecek vaat eden bir teknolojik alandir ve genis
bir ilerleme potansiyeline sahiptir (Tiylek, 2017). Yara iyilesmesini hizlandirmak igin
biyomalzemeler tipta eski ¢aglardan beri kullanilmistir. Eski Misirlilar, bal, yag ve
bitkisel lif gibi dogal maddelerin yara iyilesmesini tesvik etmek i¢in kullanildigina dair
yazili kayitlar birakmislardir. Biyomalzemeler yirminci yiizyildan beri tip
endiistrisinin ayrilmaz bir parcast haline gelmistir. Kiiresel biyomalzeme endiistrisinin
150 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir ve istikrarl bir sekilde biiytimektedir
(Das ve Baker, 2016). Biyomalzemeler, yara iyilesme siirecini desteklemek i¢in
fiziksel destek saglar ve hiicre biiyiimesini tesvik ederler. Bu siireci etkili bir sekilde
desteklemek i¢in, kullanilan malzemelerin belirli mekanik 6zelliklere sahip olmasi
gereklidir. Cilt rejenerasyonu i¢in uygun biyomalzemeler, uygun mekanik
mukavemet, esneklik, gozeneklilik, biyolojik olarak parcalanabilirlik ve
biyouyumluluk 6zelliklerine sahiptir. Bu 6zellikler, malzemenin mekanik gerilime
dayanmasini ve yaranin sekline uyum saglar. Biyomalzemenin mekanik 6zellikleri,
spesifik yara bolgesine gore uyarlanmalidir. Cilt dokusu miihendisligi i¢in kullanilan
biyomalzemeler sentetik, dogal veya kompozit olabilir. Sentetik biyomalzemeler
genellikle doku miihendisligi i¢in tercih edilir; esnek, islenebilir, toksik olmayan ve
yiiksek mukavemete sahip alifatik polyesterler gibi malzemeler igerirler. Polilaktik
Asit (PLA) ve Poliglikolik Asit (PGA) gibi polimerler bu sentetik biyomalzemelerin
ornekleridir ve biiytime faktorleri i¢in bir dagitim sistemi olarak kullanilabilirler.
Dogal biyomalzemeler arasinda kolajen, ipek, jelatin ve fibrinojen gibi maddeler
bulunur. Bu malzemeler, cilt iyilesmesini gerceklestirebilirler ¢iinkii dogal ECM' ye
benzerlik gosterirler. Kompozit biyomalzemeler ise istenilen 6zellikleri elde etmek

i¢in farklt malzemelerin birlestirilmesiyle olusturulur.



Omegin, seliiloz ve kitosan nanopartikiilleri ile birlestirilmis seliilloz poli
(metilmetakrilat) lifleri, yara iyilesmesinde kullanilan bir kompozit biyomalzeme
ornegidir. Bu tiir malzemeler, anti-enfektif bandajlar gibi belirli uygulamalarda yararh

olabilirler (Downer vd., 2023).

1.3 Yara lyilesmesinde Keratinler

Son donemlerde keratinler, dogal yara ortiileri, biyouyumluluk, toksik olmama ve
genis uygulanabilirlik gibi 6zellikleri nedeniyle biliyiik ilgi goérmektedir. Bu tiir
malzemeler, ila¢ dagitimi, antibakteriyel etki, anjiyogenez ve doku yenilenmesi gibi
alanlarda umut verici olarak goriilmektedir. Aljinatlar, kolajen, kitosan, hiyaliironik
asit, ipek proteini, selilloz gibi ¢esitli dogal malzemelerden yara Ortiileri

gelistirilmistir. Keratin, bu dogal malzemeler arasinda su avantajlara sahiptir:

. Tiiy, ylin ve sag¢ gibi atik malzemelerden elde edilir, bu da siirdiiriilebilir ve

ekonomik bir kullanim saglar.

. Cilt onarim1 i¢in minimal immiinojenite ve giiglii biyouyumluluk gosterir.

. Hiicre baglanmasini ve ¢ogalmasini saglayan pek ¢ok hiicre baglayict motife
sahiptir.

. Yara iyilesmesinin farkli asamalarinda etkilidir, 6rnegin kanamay1 kontrol

etmede ve yara iyilesmesini hizlandirmada rol oynar.

Diger dogal proteinlerle karsilagtirildiginda, keratin, daha yiiksek stabilite ve daha
diisiik ¢oziiniirliik gosteren zincirler arasi ve zincir igi disiilfiir baglar1 olusturmak icin
yiiksek sistein igerigine sahiptir. Bu 6zellikleri, keratinin biyomedikal uygulamalarda
kullanimin1 kolaylastirir. Ticari olarak farkli sekillerde tasarlanmis keratin bazli yara
ortiileri bulunmaktadir ve klinik ¢aligmalar, bu {irlinlerin etkinligini ve giivenligini
gostermistir. Ancak, keratin bazli yara ortiileri ile ilgili klinik ¢aligmalarin sayisi
siirlidir ve daha fazla arastirmaya ihtiyag¢ vardir (Ye vd., 2022). Keratinler, gesitli
ekstraksiyon yontemleriyle farkli biyomalzemelerin iiretilmesine izin verir, bunlar
arasinda filmler, siingerler, jeller ve hidrojeller bulunur. Bu malzemeler, yapisal destek
saglamak, biyolojik uyumluluk gdstermek ve biyolojik olarak pargalanabilir olmak
gibi ozellikleriyle doku miihendisligi ve rejeneratif tipta genis bir kullanim alani

bulmustur.



Bu ozellikler, 6zellikle kronik iyilesmeyen yaralarin tedavisinde yeni yontemlerin
gelistirilmesine olanak tanir (Konop vd., 2021). Keratin proteinlerinin yapisal ve
fonksiyonel Ozellikleri korundugunda, biyopolimer 6zellikleri, biyomalzeme
gelistirmek i¢in idealdir. Keratinlerin biyolojik ortamda oynadigi genis rol yelpazesi,
biyomalzeme uygulamalarinda kullanilmak iizere yeniden olusturuldugunda daha da
belirgin hale gelir. Keratinin fiziksel esnekligi, bir sivi veya jelde ¢oziiniir bir malzeme
olarak formiile edilebilme yetenegi, sekil verilebilir macun, film veya gozenekli ya da
yogun ¢dziinmez bir matris olarak formiile edilebilme yetenegi, birgok olas1 kullanim
alanini ortaya ¢ikarir. Keratinin biyomalzemeleri iizerinde arastirma ve sonug olarak
klinik ayarlarda birgok uygulamanin gelistirilmesine yol agan yiiksek derecede
biyolojik uyumluluk ve hiicrelerle olumlu etkilesimler saglama &zellikleri,
biyomalzeme uygulamalarinin gelisimini desteklemistir (Kelly, 2016). Keratinin, yara
iyilesmesinin her asamasinda belirli hiicreleri veya molekiilleri diizenledigi ve
etkiledigi belgelenmistir (Sekil 1.2). Hemostatik asamada keratin, trombositleri aktive
eder ve fibrin pihtis1 olusumunu destekler. Inflamatuar asamada, keratin, makrofaj
polarizasyonunu etkileyerek sitokin salinimini diizenler. Proliferasyon asamasinda,
keratinosit aktivasyonunu ve gdociinii uyarir, anjiogenezi ve hematopoezi
kolaylagtirarak proliferasyonu tesvik eder. Yeniden sekillenme asamasinda,

miyofibroblast olusumunu uyararak kolajen ekspresyonunu diizenler (Ye vd., 2022).
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Sekil 1.2. Yara iyilesme asamalarinda keratinin rolii (Ye vd., 2022).



1.3.1 Keratin

"Keratin" terimi, Yunanca "kera" dan tiiretilmistir ve uzun siiredir boynuz, tirnak,
penge ve toynak gibi cilt degisikliklerinden elde edilen tiim proteinleri ifade etmektedir
(Bragulla ve Homberger, 2009). Keratin; sacin, tirnaklarin, toynaklarin, yiiniin,
boynuzlarin ve tiiylerin ana bilesenidir. Keratin, bircok amino asidin yan yana
gelmesiyle olusan lifli, yapisal bir proteindir. Tiiylerden elde edilen keratinin bol
bulunan ve yeterince kullanilmayan bir protein olmakla birlikte bertarafiyla ilgili
zorluklar yaganmaktadir (Cakmak, 2022). Molekiiler diizeyde, keratinin en ayirt edici
ozelligi, sistein kalintilarindaki yiiksek konsantrasyondur (%7-20 arasi). Bu sistein
kalintilari, oksitlenerek molekiiler i¢i ve arasi disiilfiir baglarim1 olusturur, bu da
keratinin mekanik, termal ve kimyasal 6zelliklerini belirler (Vasconcelos vd., 2008).
Keratin bazli malzemeler, dogal polimerler arasinda, biyolojik olarak pargalanabilirlik,
biyouyumluluk ve mekanik dayaniklilik gibi farkli 6zelliklerinden dolay1r modern
biyomalzemeler alaninda devrim yaratmistir. Ayrica, ¢esitli biyomedikal uygulamalar
icin siingerler, filmler ve hidrojeller olarak kullanilabilirler (Feroz vd., 2020).
Keratinler ve keratinli materyaller, proteinin iki farkli ikincil yapi sinifina ayrilir; alfa
(o)-keratin ve beta (B)-keratin (Konop vd., 2021). Kanath tiiyleri yaklasik %90
oraninda keratin proteini igerir ve uygun maliyetli ve yenilenebilir bir protein lifi
kaynagidir (Tavakoli vd., 2023). Tiiylerin kimyasal yapisi incelendiginde, ana yapisal
olarak a-keratin yerine B-keratinin olustugu gorilir (Sawyer vd., 2000). Kimyasal
boyama ve diger kozmetikler nedeniyle insan sa¢inin keratin kalitesini kontrol etmek
zor oldugundan, tiiyler daha ¢ok tercih edilir. Keratini sag, yiin ve tiiylerden elde etmek
icin oksidasyon, indirgeme ve enzim hidrolizi gibi yontemler kullanilmaktadir. Sekil
1.3’ de tavuk tiiylerinden keratinin ekstraksiyonunu gostermektedir (Tavakoli vd.,
2023).
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Sekil 1.3. Tavuk tiiylerinden ekstrakt edilen keratinin kimyasal yapis1 (Tavakoli vd.,
2023).

1.3.2 Keratin Yapisi

Keratin, hiicre iskeletinin biiylik kismini olusturan ara filamentler ile iliskili sistein
acisindan zengin lifli bir proteindir. Bu biyopolimer, yapisal 6zelliklerinde biiyiik
farkliliklar gosterir ve kiikiirt miktarina gore sert ve yumusak keratinler olarak
siniflandirilabilir. Daha yiiksek kiikiirt icerigine sahip sert keratinler, genellikle sert
epidermal yapiya katkida bulunur ve capraz bagl bir matrise gomiilii sirali diziler
halinde diizenlenmis ara filamentlerden olusur. Otuz yildan fazla bir siiredir, bu sert
keratinler, biyomalzemelerin tiretimi igin ¢esitli in vitro ve in vivo aragtirmalara tabi
tutulmustur. Diisiik kiikiirt icerigine sahip olan yumusak keratinler ise gevsek bir
sekilde paketlenmis ve epitel dokularma esneklik saglayan sitoplazmik filament
demetlerinden olusmaktadir (Feroz vd., 2020). Keratini olusturan temel
makromolekiiller polipeptit zincirleridir. Bu zincirler ya sarmallar halinde
kivrilabilir(a-konformasyonu) ya da yan yana kivrimli tabakalara (B-konformasyonu)
baglanabilir. Memeliler, sag¢, tirnak, toynak, boynuz, tiiy ve cildin epidermal
tabakasinin ana bilesenleri olan yaklastk 30 o-keratin varyantina sahiptir.
Siirlingenlerde ve kuglarda pengeler, pullar, tiiyler ve gagalar, daha sert olan B-

keratindir ve B kivriml bir tabaka diizenlemesine sahiptir.



Ormnegin, ayaklarin yiizeylere giiclii bir sekilde tutunmasini saglayan kertenkele
ayaginin setalar1 da B-keratinden olusur (McKittrick vd., 2012). Amino asit dizisi,
polaritesi, yiikii ve boyutu bakimindan farklilik gésteren polipeptit zincirleri, keratinin
birincil yapisinin gesitliligini yansitir. Bu zincirler, sirasiyla a- (sarmal) ve - (tabaka)
keratini olusturan tabaka benzeri bir yapi olusturmak i¢in sarmal bobin seklinde
kivrilir veya yan yana siralanir (Sekil 1.4). Amino asitlerin analizi yoluyla, keratin
biiyiikk miktarda sistin, glisin, alanin, prolin ve serin igerirken diisiikk miktarda lizin,
histidin, metiyonin ve triptofan igerir. Keratin, nano 6l¢ekte tipik bir filament-matris
yapist sergiler (Ye vd., 2022). Beta-keratin, alfa keratinin aksine, yigilmis f-kivrimlh
tabakalar agisindan zenginlik gosterir. Alfa keratinler memeli viicut kisimlarinda ve
yiin, sag, tirnak, boynuz ve toynak gibi dokularda bulunur (Wang vd., 2016). Beta-
keratinler ise, kuslarin tirnak, pence, kabuk ve gagalariin karakteristik 6zelligidir

(Chen vd., 2012).

Polipeptit zincirler ‘\‘

D D

0BE0,
4

Alpha Keratin Beta Keratin Beta keratin
Gerilmis zincir

Sekil 1.4. a-keratin ve B-keratin kimyasal yapist (Celik, 2020).

10



1.4 Yara lyilestirmede Kullanilan Nanopartikiiller

Yara iyilesmesi hala zorlu bir siire¢ olmaya devam etmekte ve yara yonetimi hayati
Ooneme sahip goriilmektedir. Herhangi bir biyomalzeme nanopartikiillerle
birlestirilerek veya entegre edilerek, potansiyel bir yara pansuman malzemesi olarak
kullanilabilir. Biyomedikal uygulamalarda cesitli hastaliklar1 6nlemek i¢in kullanilan
bircok nano oOl¢ekli malzeme, gelismekte olan nanoteknolojinin bir sonucudur.
Nanoteknoloji, 1 ila 100 nanometre arasinda 6lgeklendirilen maddeleri manipiile eden
bir teknoloji dalidir (Rajendran vd., 2018). Nanoteknoloji, yeni yara iyilestirme
sistemleri gelistirmek i¢in sadece etkili degil, ayn1 zamanda ekonomik bir firsat sunar
(Ngakala vd., 2021). Nanomalzemeler gecikmis yara iyilesmesini ve yanik tedavisini
gelistirir. Giimiis, altin ve ¢inko gibi metal nanopartikiiller, diisiik in vivo toksisite ve
bakteriyostatik ve bakterisidal aktiviteler gibi miikemmel o&zellikler sergilerler
(Rajendran vd., 2018). Mekanik, termal ve katalitik Ozellikler, yiizey alani/hacim
oraninin artirilmasi veya azaltilmasiyla kolayca degistirilebilir ve bu yeni ozellikler,
nanomalzemelerin ¢esitli  biyolojik alanlarda uygulanmasina olanak tanir.
Nanoteknoloji, ¢esitli tibbi uygulamalarda kullanilmaktadir; Bunlar yeni ilaglar ve
daha etkili ilag dagitim sistemleri gelistirmek, nano elektronik biyosensorler
gelistirmek ve in vivo goriintiilemelerdir (Freitas, 2005). Yeni gelistirilen farmakolojik
ilaglarin ¢ogu ¢oziinmezdir ve klinik uygulamalarda sorunlara yol agabilir. Bu tiir
ilaglarin ¢oziiniirliigiinii artirmak i¢in nanopartikiiller yaygin olarak kullanilmaktadir
(Rajendran vd., 2018). inorganik kaynaklardan iiretilen Metalik Nanopartikiiller
(MNPs), organik nanomalzemelere kiyasla daha etkilidir. Kiigiik boyutlar1 ve yiiksek
reaktiviteleri, yara bolgesine daha derine niifuz etmelerini ve biyolojik bilesenlerle
daha 1yi iligki kurmalarini saglar. Yiiksek yiizey alani-hacim oranlarina sahip olmalari,
diger terapoétikler i¢in bir ara¢ gorevi gorebilmelerini ve iyilestirici ozelliklerde
hizlanmaya ve sinerjiye yol acabileceklerini gosterir. Ayrica, MNPs mekanik
mukavemeti artirabilir, kontrollii ila¢ salintmini kolaylastirabilir ve hem mantarlara
hem de bakterilere karsi toksik etkileri oldugu gosterilmistir. Bu ozellikler, yara
iyilesmesi gibi ¢esitli tibbi uygulamalar i¢in miikemmel adaylar oldugunu
dogrulamaktadir. Giimiis Nanopartikiilleri (Ag NPSs), 6zellikle yara bakimi alanindaki
uygulamalar i¢in en cok arastirilan, yaygin olarak kullanilan ve ticarilestirilen

nanomalzemelerdir.
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Bu, antik ¢aglardan beri giimiisiin yara iyilesmesi sirasinda enfeksiyon olusumunu
onlemek  i¢in  kullanilan = milkemmel  antimikrobiyal  aktivitelerinden

kaynaklanmaktadir (Ngakala vd., 2021).

1.4.1 Giimiis Nanopartikiiller

Glimis, periyodik tablonun 47. sirasinda bulunan dogal bir metaldir. "Ag" olarak
kisaltilan kimyasal sembolii ile gosterilir ve altin, bakir, platin gibi asil ge¢is metalleri
grubuna dahildir. Yiiksek termal ve elektriksel iletkenlik gibi dissal 6zelliklere sahip
olan saf giimiis, diisiik temas direncini korur. Antimikrobiyal Ozellikleri eski
zamanlardan beri bilinen glimiis ve tiirevleri, yara bakimi, dezenfeksiyon ve suyun
depolanmasi gibi ¢esitli uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Ngakala vd.,
2021). Giimiisiin yara tedavisinde kullanimi tarih boyunca uzanmir; MO 1850'de
Misir'da yaralara giimiis uygulanmistir ve Hipokrat'in ders kitaplarinda giimiisiin yara
iyilesmesindeki olumlu etkileri belirtilmistir. Giliniimiizde, genis spektrumlu
antibakteriyel yetenekleri nedeniyle giimiis bazli kremler, merhemler ve yara
pansumanlart gibi Ag NP bazli biyomedikal iiriinler, ¢esitli tibbi uygulamalar i¢in
ticari olarak temin edilebilmektedir (Paladini ve Pollini, 2019). Yiizyillar boyunca,
giimiis bilesikleri ve iyonlari, gii¢lii bakterisidal etkileri ve genis spektrumlu
antimikrobiyal aktiviteleri nedeniyle hem hijyenik hem de iyilestirici amaglar i¢in
yaygin olarak kullanilmistir. Kronik yaralarin tedavisi icin ¢esitli glimiis nitrat gibi
giimiis iceren preparatlar hazirlanarak, 17. ve 18. ylizyillarda {lser tedavisinde ve
1960' larda yaniklarin tedavisinde tercih edilmistir. Ancak, antibiyotiklerin piyasaya
siriilmesiyle gilimiis tuzlariin kullanimi azalmistir. Son yillarda, bakterilerin
antibiyotiklere kars1 artan direnci ve polimer teknolojisindeki ilerlemeler nedeniyle
giimiise olan ilgi yeniden artmistir. Bu durum, piyasada birgok giimiis iceren
pansumanin bulunmasina yol agmistir. Glimiis, yaniklara emprenye edilmis bandajlar
seklinde veya giimiis siilfadiazin igeren bir krem olarak uygulanir; bu iriin hala
referans giimiis tirtinli olarak kabul edilir. 1990' larin sonunda, farkli tireticilerin giimiis
igeren ticari pansumanlari da ortaya ¢ikmistir (Rigo vd., 2013). Ag NPs’ in fiziksel ve
kimyasal 6zellikleri, antifungal, antikanser, antiviral, antianjiyojenik, antileishmanial,
antiinflamatuar ve antibakteriyel gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda énemli rol
oynar. Ag NPs, kiiresel hastalik artis1 ve antibiyotik direncindeki artis nedeniyle
hastalik teshisi i¢in sensorler, ilag dagitimi i¢in nano tasiyicilar, radyasyon tedavisinde

duyarlilastirisgilar gibi alanlarda potansiyel saglarlar (Ngakala vd., 2021).
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Genis yiizey alanlar1 nedeniyle, Ag NP'ler etkili antimikrobiyal aktivite gdsterirler. {1k
olarak, Ag NPs bakteri hiicre zarina baglanir ve iceriye niifuz ederek proteinlerle ve
DNA ile etkilesime girerler. Bakteri icinde, Ag NPs diisiik molekiiler agirlikli bir bolge
olusturarak hiicresel DNA'y1 glimiis iyonlarindan korurlar, boylece DNA hasarini
onlerler. Ayrica, Ag NP' ler bakteri hiicresine girdiklerinde giimiis iyonlari
salgilayarak bakterisidal aktivitelerini sergilerler (Sekil 1.5). Normal yaralarda, Ag
NPs sitokinleri modiile ederek iltihabi ve lenfosit infiltrasyonunu azaltirlarken yara
iyilesmesini desteklemek igin epitelizasyonu arttirirlar (Rajendran vd., 2018). Ag NPs,
giimiis bazli bilesiklerin 6nceki sinirlamalarini agma potansiyeline sahip olup, diisiik
konsantrasyonlarda bile etkilidirler. Yara iyilesmesinde kullanimlarini1 destekleyen
temel Ozellikler arasinda sentez kolaylig1, manipiile edilebilir boyut ve morfoloji gibi
fizikokimyasal Ozellikleri bulunur. Ag NPs, genis bir mikrop yelpazesine kars
antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler ve hedeflenen ilag dagitimi igin idealdirler. Anti-
inflamatuar Ozellikleri de doku yenilenmesine yardimci olur. Diger ilaglarla
birlestirildiginde sinerjik etki saglayabilirler ve hizli, siirdiiriilebilir etkiler i¢in yara

oOrtlisii malzemelerine kolayca entegre edilebilirler (Ngakala vd., 2021).

k' \/ ’ ‘- LA a#._ -N
< »

lnjm)v’ w n Wound healing

| “ Treatment Fibroblast—_ - v . —
i — DUt ~ —_ — 3 4
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Sekil 1.5. Ag NPs yara iyilesme mekanizmasi1 (Ngakala vd., 2021).

Son zamanlarda, Ag NP {iretimi i¢in gesitli sentez yontemleri gelistirilmistir. Ancak,
en yaygin yaklasim, ¢esitli kaplama maddeleri kullanilarak glimiis tuzunun organik
veya inorganik bilesikler tarafindan kimyasal olarak indirgenmesidir, ki bu durum

topaklanmay1 6nler (Bélteky vd., 2019).

13



Glimiis nanopartikiillerin sentezi i¢in kimyasal indirgeme, termal ayrisma, lazer
ablasyon ve sonokimyasal sentez gibi bir¢ok yontem rapor edilmistir. Bunlar arasinda
kimyasal indirgeme ve lazer ablasyon yontemleri en sik kullanilanlardir. Kimyasal
indirgeme yontemi, giimiis nitrat gibi metal tuzlarmin gesitli indirgeyici maddeler
kullanilarak uygun bir ortamda indirgenmesini igerir, bu da nanopartikiiller tarafindan
entegre edilmis kolloidal siispansiyonlarin iiretilmesine olanak tanir (Ravindran vd.,
2013). Gluimiis nanopartikiiller, sentez siirecinde bir araya gelme egilimindedir ve bu,
katalitik veya biyolojik aktivitelerinde bir azalmaya neden olabilir (Kumar vd., 2023).
Bu sorun, glimilis nanoparcaciklarin uygun tastyicilar iizerine sabitlenmesi ile
¢ozilebilir veya hafifletilebilir (Nasrollahzadeh vd., 2021). Bu baglamda,
biyopolimerler, genis yiizey alanlari, yiiksek kimyasal stabilite, ¢evre dostu olma,
maliyet etkinligi ve metallerle giiclii etkilesime girebilen fonksiyonel gruplarinin

varligi nedeniyle ideal tasiyicilar olarak dikkat ¢cekmektedir (Park vd., 2017).

1.5 Yara lyilestirmede Kullamlan Biyopolimerler

Etkili yara iyilesmesi icin enfeksiyonu Onleyici uygun malzemelerle yaranin
kapatilmas1 her zaman gerekli olmustur. Gegmiste, hayvansal yaglar, bitki lifleri ve
bal gibi biyopolimerler yaygin olarak yara pansumaninda kullanilmistir (Mir vd.,
2018). Dogal kaynaklardan elde edilen biyopolimerler, biyouyumluluklari, biyolojik
olarak parcalanabilirlikleri, toksik olmamalar1 ve biyoaktif molekiilleri adsorbe
edebilme yetenekleri sayesinde tibbi uygulamalarda kullanima uygundurlar (Park vd.,
2017). Biyouyumluluklari ve ECM’ ye kimyasal olarak benzerlikleri ile dogal
polimerler, etkili yara ortiileri icin 3 boyutlu iskeleler olarak kullanilabilecek
potansiyele sahiptirler. Dogal polimerler, kimyasal yapilarina gore proteinlerden veya
karbonhidratlardan olusabilir. Cogu dogal polimer, hidrofilik ve biyouyumlu 6zellikler
tasirlar (Tavakoli vd., 2023). Yara iyilesmesini tesvik etmek igin optimum nem
seviyesini koruyan pasif pansumanlar gereklidir. Bu amagla, gazli bezler, hidrojeller,
koptikler, hidrokolloidler (karboksimetilseliiloz), aljinat, kolajen, seliilloz, pamuk/suni
ipek ve seffaf filmler(poliliretan) gibi ¢esitli iiriinler, lokal hiicresel yanit tizerindeki
etkileri nedeniyle yaralar ve yaniklar i¢in pasif pansuman olarak kullanilmaktadir

(Mogosanu ve Grumezescu, 2014).
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1.5.1 Seliiloz

Seliiloz, diinyanin en bol bulunan yenilenebilir kaynaklarindan biridir ve agirlikli
olarak bitki hiicre duvarlarinda bulunur. Yapisi, -(1—4)-bagl D-glikoz birimlerinden
olusan diiz bir zincir seklindedir (Haniffa vd., 2021). Seliiloz, kimyasal formiilii
(CsH100s5)n olan ve mantarlar, bakteriler, algler ile bitki hiicre duvarlarinda bulunan
dogal bir maddedir. Lignoseliilozik biyokiitle, yani seliilloz, lignin ve hemiseliiloz
iceren bitki kaynaklari, seliiloz iiretimi i¢in 6nemli ve bol bulunan kaynaklardir. Bu
kaynaklardan elde edilen seliiloz yenilenebilir olup, yiizey reaktivitesi yiiksektir. Nano
polisakkaritler arasinda, tamamen kristal yapiya sahip olan nano selilloz One
¢ikmaktadir. Nano seliiloz, bitkilerde, hiicre duvarlarinda ve bazi deniz canlilarinin
tuniklerinde dogal olarak bulunur (Tavakoli vd., 2023). Seliiloz, uygun maliyetli,
toksik olmayan, hidrofilik, biyolojik olarak parcalanabilir, biyouyumlu, diisiik termal
genlesmeye sahip ve siirdiiriilebilir bir malzemedir. Kaliplanabilirligi ve miikemmel
mekanik 6zellikleriyle dikkat ceken seliiloz, yiiksek 6zgiil ylizey alani, ayarlanabilir
en boy orani ve yiiksek ylizey alan-hacim oran1 gibi 6zelliklere sahiptir. Genel olarak,
saf manyetik nanoparc¢aciklarin (MNP'ler) spesifik yiizey alani, pargaciklar arasindaki
dipolar kuvvetlerle azalabilir, bu da onlarin kolayca biiyiik kiimeler olusturmasina yol
acar. Ilging bir sekilde, seliilozun yiiksek 6zgiil yiizey alani, diisiik maliyeti ve dogada
bol miktarda bulunmasi nedeniyle saf MNP'lerin aglomerasyonunu 6nlemede ideal bir

aday oldugu belirlenmistir (Haniffa vd., 2021).

1.5.2 Karboksimetil Seliiloz (CMC)

Karboksimetil seliiloz (CMC), anhidro-glukozun dogrusal bir polisakkariti olan
seliilozun anyonik ve suda ¢oziiniir bir tiirevidir. Tekrar eden birimler f-1,4-glikozidik
baglarla baglanir. CMC ile seliiloz arasindaki temel fark, bazi hidroksil gruplarinin
yerine gegen anyonik karboksimetil gruplaridir (Sekil 1.6). (-CH2COOH). CMC ilk
olarak 1918' de sentezlenmis ve ticari tretimi 1920' lerin basinda Almanya'da
baglamigtir (Rahman vd., 2021).

15



€

Cellulose Carboxymethyl

cellulose
0 Caibon C Oxygen Q Hydrogen O Sodium

Sekil 1.6. Seliiloz ve CMC arasindaki yapisal fark (Rahman vd., 2021).

CMC ve CMC bazli hibrit malzemeler, kolay ve diisiik maliyetleri, bol bulunan bir
hammadde olmalari, yiizey 6zellikleri, mekanik mukavemetleri, sekillendirilebilirlik,
ayarlanabilirlik, hidrofiliklik, viskozite ve reolojik 6zellikleri sayesinde biyomedikal,
ilag, tekstil, ingaat, gida, plastik, kozmetik, kagit ve petrol endiistrilerinde genis bir
kullanim alan1 bulmaktadirlar. Biyomedikal alanda, CMC ve kompozitleri doku ve
kemik miihendisligi, biyouyumlu implantlar, yapay organlar ve hastalik teshisi gibi
cesitli amaglarla kullanilmaktadirlar. Son yillarda, CMC bazli hidrojeller, filmler ve
diger hibrit malzemeler, yiiksek stabilite, pH duyarlilig1 ve farmasotik aktif bilesiklere
baglanma kapasiteleri nedeniyle 6zellikle ilag dagitimi ve stabilizasyonunda 6nemli
ilgi gérmiistiir (Rahman vd., 2021). Saf a-selillozun karboksi metilasyonu iki ana
adimda gergeklestirilir. Ik adimda, saflastirilmis seliiloz ekstraktlari alkali reaktifler
(6rnegin NaOH) ile karistirilarak merserize edilir (Sekil 1.7). Bu siiregte, seliilozdaki
—OH gruplari, eterifikasyon adiminda karboksimetil gruplari ile degistirilecek olan —
ONa gruplarina doniistir (Rahman vd., 2021).
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Sekil 1.7. Selillozdan CMC sentezi kimyasal reaksiyonlari(Rahman vd., 2021).

Nanopartikiillerin imalatinda CMC, stabilize edici ve indirgeyici bir ajan olarak islev
goriir. CMC, i¢ viicut hiicrelerine milkkemmel baglanma kapasitesi, biyouyumluluk ve
giiclii hidrofilik 6zellikleri nedeniyle klinik uygulamalarda yaygin olarak yara Ortiisii
ve iyilestirici malzemeler olarak kullanilmaktadir. CMC, poli-(vinil alkol) ve poli-
(etilen glikol) gibi suda ¢oziiniir organik polimerlerle harmanlanarak yara pansumant
alaninda genis bir uygulama alani bulmaktadir. CMC bazli hidrojeller, filmler, lifler,
gazli bezler ve nanopartikiiller son yillarda biiyiik ilgi gormektedir. CMC bazli
hidrojeller, yiliksek su tutma kapasitesi ve hiicre bitylimesini hizlandiran nemli ortam
saglama yetenekleriyle dikkat cekmektedirler. Ornegin, poli-(etilen glikol) modifiye
edilmis bu hidrojeller sitotoksik olmayan yapilar1 ve yiiksek hiicre canliligi (%95) ile
de dikkat gekerler. Seliiloz, serbest -OH gruplari sayesinde fiber, film ve mikro kiire
formunda {iretilebilmektedir. Bu formlar arasinda, karboksimetil seliilozun (CMC)
capraz baglama ajanlar1 kullanilarak olusturulan mikro boncuk formu 6zellikle
onemlidir. Mikro boncuklar, yiiksek adsorpsiyon kapasitesi, kimyasal stabilite ve
cesitli molekiilleri adsorbe etme veya salma kabiliyetleri ile one ¢ikarlar. Ayrica,
CMC' nin suda ¢0ziiniir olmasi, farkli organik veya inorganik bilesiklerle kolayca
kompozit olusturulmasina imkan tanir. Bu Ozellikleri sayesinde, CMC mikro

boncuklar genis bir uygulama yelpazesinde kullanilabilmektedir (Rahman vd., 2021).
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1.6 Biyoaktif Bilesenler ve Hypericium triquetrifolium (Ht)

Bitkiler, alternatif tip alaninda antik donemlerden beri kullanilmaktadir. Genellikle
insanlar bitkileri dogal kaynakli olmasindan dolay1 koruyucu amaglarda kullanirlar.
Ancak, bitkilerin farmakolojik ve toksikolojik etkileri yeterince bilinmemektedir
(Mutlubas ve Ozdemir, 2020). Hypericum cinsi, diinya ¢apinda yaygin olan ve
Akdeniz ile Yakin Dogu bolgelerinde iyi temsil edilen bir bitki grubudur. Bu cins,
yanik ve mide-bagirsak hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu belirlenen birgok sifali
bitki tlirlini icerir. Antibakteriyel, antifungal ve antioksidan ozellikleri nedeniyle

cesitli arastirmalar yapilmaktadir.

Hypericum tiirleri, flavonoidler, ksantonlar, hiperforin tiirevleri, ugucu yaglar ve yag
asitleri gibi gesitli bilesikler igerirler. Ozellikle Hypericum perforatum (Sar1 kantaron),
antidepresan, anksiyete giderici, antiviral, yara iyilestirici ve antimikrobiyal
aktiviteleri ile kapsamli bir sekilde incelenmistir. Son yillarda, Sar1 kantaron
tirtinlerinin tiiketimi 6nemli olgiide artmis ve diinya ¢apinda en ¢ok tiiketilen sifali
bitkilerden biri olmustur. Tirkiye'de yaklasik 80 Hypericum tiirii uzun zamandir
kullanilmaktadir. Bu tiirler, dis yara ve mide iilseri tedavisinde ve halk hekimliginde

yatistirici, antiseptik ve antispazmodik olarak kullanilmaktadir.

H. triquetrifolium ve H. scabroides'in ugucu yaglari ve gesitli ekstraktlar1 anti-
inflamatuar ve antimikrobiyal aktiviteleri acisindan incelenmistir. Ayrica, H.
hyssopifolium'un antioksidan aktivitesi de arastirilmis ve metanol ekstraktindan etil
asetat fraksiyonunda alt1 fenolik bilesik izole edilmistir (Kizil vd., 2008). Hypericum
triquetrifolium, Hypericaceae familyasindan olup Dogu Avrupa ve Akdeniz Bolgesi’
ne 6zgl bir bitkidir. Geleneksel olarak yatistirici, antihelmintik, antiinflamatuar ve
antiseptik etkileri nedeniyle kullanilmaktadir. Ayrica, yanik tedavisinde etkili olup,

gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde de kullanim alan1 bulmaktadir (Conforti vd.,
2002).
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2. LITERATUR CALISMALARI

Yamauchi vd. (1998), fibroblast hiicrelerinin keratin kapli substratlar {izerinde
yetistirilmesini incelemislerdir. Keratin kapli yiizeylerin, fibroblast hiicrelerinin
yapismasini ve biiyiimesini destekledigini bulmuslardir. Bu bulgular, keratin kaph
substratlarin hiicre kiiltiirii icin uygun bir ortam saglayabilecegini gostermektedir

(Yamauchi vd., 1998).

Muangman vd. (2010), giimiis iceren hidrofil elyaf pansuman ile %1 giimiis
silfadiazinin ~ kismi  kalmmlikta  yaniklarin  tedavisindeki  etkinliklerini
karsilastirmislardir. Hastalar1 iki gruba ayirarak bir gruba giimiis iceren hidrofil elyaf
pansuman, diger gruba ise %1 glimiis siilfadiazin uygulamislardir. Yanik iyilesme
siiresi, enfeksiyon oranlar1 ve hasta memnuniyeti gibi kriterleri degerlendirerek
sonuglar1 analiz etmislerdir. Gimiis igeren hidrofil elyaf pansumanin, daha hizli
iyilesme sagladigini ve enfeksiyon oranlarini azalttigimi gozlemlemisler. Ayrica,
hastalarin bu pansuman tiiriinii daha konforlu bulduklarin1 ve yan etkilerinin daha az
oldugunu rapor etmisler. Sonug olarak, giimiis i¢eren hidrofil elyaf pansumanin kismi
kalinlikta yaniklarin tedavisinde daha etkili ve tercih edilebilir bir se¢cenek oldugunu

belirtmislerdir (Muangman vd., 2010).

Poranki vd. (2014), keratin biyomateryali ile yanik sonrasi cilt rejenerasyonunu in
vivo, termal stres sonrasi hucrelerin kurtarilmasmi ise in vitro olarak
degerlendirmislerdir. Keratin biyomateryalinin, yanik sonrasi cilt iyilesmesini
hizlandirdigim1 ve termal strese maruz kalan hiicrelerin hayatta kalmasini
destekledigini bulmuslardir. Bu bulgular, keratin biyomateryalinin cilt rejenerasyonu
ve hiicre korumasi igin etkili bir tedavi olabilecegini gostermektedir (Poranki vd.,

2014).

Park vd. (2015), atik insan sagindan elde edilen keratin bazli biyokompozit hidrojelin
in vivo yara iyilesme siirecine etkisini arastirmiglardir. Keratin bazli hidrojellerin, yara
iyilesmesini hizlandirdig1 ve epitelizasyonu artirdigini tespit etmislerdir. Ayrica, bu
hidrojellerin biyolojik olarak pargalanabilir ve biyouyumlu olduklarini, dolayisiyla
yara tedavisinde etkili terapotik ajanlar olarak kullanilabileceklerini gostermislerdir

(Park vd., 2015).
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Ahamed vd. (2015), yenilenmis seliiloz ve kitosan igeren, giimiis nanopartikiillerle
zenginlestirilen bir biyomalzemenin etkinligini degerlendirmislerdir. Biyomalzemenin
antibakteriyel 6zelliklerini ve biyouyumlulugunu test etmek amaciyla gesitli deneyler
yapmislardir. Giimiis nanopartikiillerin eklenmesiyle malzemenin antibakteriyel
aktivitesinin dnemli 6l¢giide arttigini belirlemislerdir. Bu artisin hem gram pozitif hem
de gram negatif bakterilere kars1 etkili oldugunu géstermislerdir. Ayrica, malzemenin
hiicre yasamasi Tlizerindeki etkilerini inceleyerek, biyomalzemenin yiiksek
biyouyumluluk gosterdigini ve hiicre proliferasyonunu destekledigini bulmuslardr.
Sonug olarak, giimiis nanopartikiillerle zenginlestirilmis yenilenmis seliiloz ve kitosan
iceren biyomalzemenin, enfeksiyon riskini azaltarak yara 1iyilesmesini

destekleyebilecegini ve gesitli tibbi uygulamalarda kullanilabilecegini énermislerdir

(Ahamed vd., 2015).

Tran vd. (2016), selilloz ve keratinden biyouyumlu gilimiis nanopargacik
kompozitlerini tek kapta sentezlemislerdir. Bu kompozitlerin karakterizasyonunu
yaparak antimikrobiyal aktivitelerini degerlendirmistir. Sonuclar, bu glimiis
nanoparc¢acik kompozitlerinin etkili antimikrobiyal o0zelliklere sahip oldugunu

gostermektedir (Tran vd., 2016).

Boroumand vd. (2018), giimiis nanopartikiillerinin yara iyilesmesi {izerindeki
etkilerini incelemek i¢in c¢esitli klinik deneyler yapmislar. Bu c¢aligmalarda, giimiis
nanopartikiillerinin antimikrobiyal o6zelliklerinden yararlanarak enfeksiyon riskini
azalttiklarmi  ve yara iyilesmesini  hizlandirdiklarmi  gbzlemlemislerdir.
Nanopartikiiller, yara yiizeyine uygulandiklarinda bakteriyel aktiviteyi baskilayarak
enfeksiyonu kontrol altina almislar ve bu sayede dokunun daha hizli iyilesmesine katki
saglamiglardir. Ayrica, gilimiis nanopartikiillerinin iltithaplanmay1 azalttigini ve
hiicresel ~ yenilenmeyi destekledigini  belirtmisler. Bu  bulgular, giimiis
nanopartikiillerinin yara bakiminda etkili bir tedavi secenegi olabilecegini

gostermektedir (Boroumand vd., 2018).

Lin vd. (2019), insan sagindan keratin ekstrakte edilerek hizlandirilmis yara iyilesmesi
icin 3D keratin iskeleleri olusturmuslardir. Liyofilizasyon yontemi kullanarak
gelistirdikleri bu iskelelerin fiziksel 0Ozelliklerini, protein konsantrasyonlarim

degistirerek ayarlamiglardir.
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Keratin iskeleler, insan yag kok hiicrelerinin (hASC'ler) yapigsmasini, cogalmasini ve
farklilasmasini desteklemistir. ICR fareleri iizerinde yaptiklari in vivo ¢alismalar, bu
iskelelerin hASC'lerle birlikte cilt yaralarin1 daha hizli iyilestirdigini ve epitelizasyonu
artirdigin1 gostermistir. Boylece, keratin iskeleler, tek basina veya hASC'lerle birlikte
yara tedavisinde etkili olabilmektedirler (Lin vd., 2019).

Konop vd. (2020), giimiis nanopartikiiller igeren keratin biyomateryalinin diyabetik
farelerde tam katmanli cilt yara modeli lizerinde potansiyel bir yara Ortiisii olarak
degerlendirilmesini incelemiglerdir. Keratin biyomateryalinin, yara iyilesmesini
hizlandirdig1 ve enfeksiyonu dnlemede etkili oldugu bulunmustur. Bu sonuglar, giimiis
nanopartikiiller iceren keratin biyomateryalinin diyabetik yaralarin tedavisinde

potansiyel bir yara Ortiisii olabilecegini géstermektedir (Konop vd., 2020).

Sadeghi vd. (2020), kontrollii klindamisin salinimu ile antibakteriyel 6zellik gosteren
karboksimetil seliiloz-insan sa¢ keratini hidrojeli, antibakteriyel yara Ortiisii olarak
tasarlanmistir. Bu hidrojelin, klindamisin salimimini kontrol ederek enfeksiyonu
onlemede etkili oldugu belirlenmistir. Sonuglar, karboksimetil seliiloz-insan sag
keratini hidrojelinin antibakteriyel yara ortiisii olarak potansiyel bir kullanim alanina

sahip oldugunu gostermektedir (Sadeghi vd., 2020).

Ye vd. (2020), yiksek molekiillii keratini (HMK) multi-enzim kaskad yontemiyle
hazirlayarak yara iyilesmesinde kullanmislardir. Keratin, yiinden keratinaz ile ¢éziintir
hale getirilmis ve transglutaminaz (TGase) ile molekiil agirlig: artirilmistir. HMK,
poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit) (PHBV) ile birlestirilerek,
gelismis mekanik Ozelliklere sahip nanofiber membranlar dretilmistir. Bu
nanofiberler, in-situ biyorediiksiyon yoluyla sentezlenen Ag nanopartikiillerini
(AgNP'ler) igerir. PHBV/HMK/AgNPs nanofiber membranlar, iyi antibakteriyel
ozellikler ve biyouyumluluk gdstermistir. In vivo testlerde, bu membranlar kontrol

grubuna kiyasla daha 1yi yara 1yilesme yetenegi sergilemistir (Ye vd., 2020).

Konop vd. (2021), yiin keratin/polivinil alkol (WK/PVA) ve giimiis nanoparcacik
igceren nanofiber membranlart pamuk kumas iizerine elektrospinning yontemiyle

biriktirmislerdir. Ag NP'leri, sodyum aljinat ile indirgenerek biyosentezlemislerdir ve
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ortalama ¢aplarin1 9.95 nm olarak belirlemislerdir. Uretilen nanofiberlerin ortalama
capt 146.7 nm olarak Ol¢iilmiistiir. Bu nanofiberlerin, Staphylococcus aureus ve
Pseudomonas aeruginosa’ ya karsi iyi antibakteriyel aktivite ve L-929 fare fibroblast
hiicrelerine karsi iyi sitouyumluluk gosterdigini bulmuslardir. Ancak, Ag NP
iceriginin %0.2' ye c¢ikarilmasi hiicre canliligini olumsuz etkilemistir. Sonuglar,
gelistirilen yara Ortiislinlin yara iyilestirme uygulamalari i¢in iyi bir potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir (Konop vd., 2021).

Tang vd. (2021), antibakteriyel uygulamalar ve hiicre proliferasyonu i¢in insan sagi
keratini, PEO ve PVA kullanarak glimiis nanoparg¢aciklarla desteklenmis nanofiberler
tiretmislerdir. Glimiis nanoparcaciklarin nanofiberlere entegre edilmesiyle elde edilen
materyallerin  karakterizasyonunu yapmuglar ve antibakteriyel &zelliklerini
belirlemiglerdir. Ayrica, bu nanofiberlerin hiicre proliferasyonunu tesvik edici
etkilerini incelemislerdir. Sonuglar, tirettikleri nanofiberlerin hem gii¢lii antibakteriyel
aktiviteye hem de iyi hiicre proliferasyonu yetenegine sahip oldugunu gostermektedir.
(Tang vd., 2021).

Xie vd. (2022), karboksimetilasyon ve segici oksidasyon ile islevsel hale getirilmis bir
bakteriyel selilloz (DCBC) hazirlamis ve kitosan (CS) ile birlestirerek kendi kendine
capraz baglanan bir kompozit olusturmuslardir. Bu kompozitler, 6zellikle enfekte
yaniklarin tedavisinde kullanilmak tizere tasarlanmistir. DCBC'nin karboksil gruplari
ve kitosanin amino gruplarn arasinda gergeklesen Schiff bazi reaksiyonu,
kompozitlerin antimikrobiyal o6zelliklerini artirmistir. Biiyiik hayvan yara modeli
tizerinde yapilan deneylerde, S-DCBC/CS kompozitlerinin yara iyilesmesini
hizlandirdig1 ve bakteri {iremesini etkili bir sekilde inhibe ettigi gdzlemlenmistir. Ug
hafta sonra, bu kompozitlerle tedavi edilen yaralarin iyilesme orani %80'e ulagmustir.
Bu kompozitlerin, geleneksel kitosan pansumanlardan daha iistiin antibakteriyel ve

tyilestirici etkilere sahip oldugu belirlenmistir (Xie vd., 2022).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1 Kullanilan Malzemeler

Atik Kaz Tiyii

Hypericium triquetrifolium
Sodyum Siilfiir [NazS]

Sodyum Hidroksit [NaOH]
Hidroklorik Asit [HCI]

Aseton [C3HeO]

Sodyum Karboksimetil Seliiloz [CsH1105Na]
Aliminyum Nitrat [AI(NO3)3.9H,0]
Glimiis Nitrat AgNO3

Sodyum Bor Hidriir [NaBH4]

pH- Indikatér Kagidi

3.2 Kullamilan Cihazlar

3.2.1 Fourier doniisiimii kizilotesi spektrofotometre (FT-IR)

Sentezlenen mikro kiirelerin ATR-FT-IR spektrumlari, Perkin Elmer Spectrum 100
FT-IR spektrofotometre ile 650-4000 cm™ araliginda alindi.
3.2.2 Termogravimetrik analiz (TGA)

Sentezlenen mikro kiirelerin termal kararliliklart EXSTAR S11 7300 ile belirlendi.
3.2.3 Taramah elektron mikroskobu (SEM) ve EDS spektrumlar

Sentezlenen mikro kiirelerin yiizey goriintiileri ve elementel icerikleri QUANTA-

FEG 250ESEM/EDAX-Metek kullanilarak kaydedildi.
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3.2.4 X-151m kirnmimi (XRD)

Sentezlenen mikro kiirelerin kristaliteleri Rigaku D max 2000 sistem ile
kaydedilmistir.
3.2.5 Gegirimli elektron mikroskobu (TEM)

Sentezlenen mikro kiirelerin detayli yilizey goriintiisii Zeiss Sigma 300 ile alinmistir.

3.3 Tiiyler I¢in On islem

Toplanan atik kaz tiiyleri, kan ve diger kirlerden arindirmak igin ii¢ kez distile su ile
yikandi. Ardindan, distile suda 24 saat bekletildi. Daha sonra, yagdan arindirmak igin
Soxhlet ekstraksiyonu gergeklestirildi. Yag ve kirden arindirilan tiiyler, 48 saat
boyunca giines 1s1ginda kurutuldu (Sekil 3.1). Kurutulan tiiyler, ekstraksiyon igin
kii¢iik pargalar halinde kesildi.

Sekil 3.1. Temizlenmis kaz tiiyleri.
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3.4 Keratin Ekstraksiyonu

10 g kiigiik parcalara kesilmis kaz tiiyii, tartildi ve 200 mL distile su iginde 0.2 N NaxS
ve 3 N NaOH ile karistirilarak bir ¢ozelti hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti, tartilan kaz
titylerinin tizerine dokiildii. Elde edilen karisim, 40 °C' deki sicak su banyosunda 2 saat
bekletildi. Keratinin ekstraksiyonu i¢in 2 N HCI ¢6zeltisi hazirlandi. Hazirlanan HCI
¢ozeltisi, manyetik karistirici izerindeki keratin ¢ozeltisine damlatildi. C6zeltinin pH't

4.2' ye ayarlandi ve ¢okelme tamamlandi. Coktiiriilen keratinler yikandi ve filtre kagidi

kullanilarak stiziildi (Sekil 3.2). Elde edilen keratin, kurumasi i¢in 48 saat oda
sicakliginda bekletildi (Cakmak, 2022).

p-'

’OQ

Sekil 3.2. Kaz tiiyiinden keratin ekstraksiyon asamalari.

3.5 Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Bitki olarak Hypericaceae familyasindan Hypericum triquetrifolium (HT) kullanildi.
15 g toz haline getirilmis bitki materyali tartildi ve 250 mL su igerisinde 15 dakika
boyunca 4 tekrarli olarak ultrasonik temizleyicide bekletildi Numune 2 kez siiziilerek

saf ekstrakt elde edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Hypericum triquetrifolium bitki ekstrakti.
3.6 CMC/Ht Kompozitlerinin Sentezi

CMC/Ht kompozitlerinin sentezi i¢in 6nce 2 g Na-CMC tartildi ve 40 mL saf su i¢inde
oda kosullarinda 8 saat boyunca homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar karistirildi.
Hazirlanan ¢6zelti i¢ine 10 mg HT ekstraktindan eklendi. Cozelti 4 saat boyunca
karistirildi. Hazirlanan karisim 0.1 M AI(NOs)3 ¢ozeltisine bir enjektdr yardimi ile
damla damla ilave edilerek CMC/Ht mikro boncuklar1 elde edildi (Sekil 3.4). Mikro
boncuklar 15 dakika boyunca su ile yikandi ve AI(NOz)3’ tan arindirildi. Elde edilen
CMC/Ht mikro boncuklart oda kosullarinda kurumaya birakildi.

Sekil 3.4. CMC/Ht mikro boncuklari.
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3.7 Ag@CMC/Ht Nanopartikiillerinin Sentezi

Elde edilen CMC/Ht mikro boncuklar1 tizerine Ag nanopartikiillerini sabitlemek igin
0.5 g Ag(NOs)s tartilarak, 50 mL saf su igerisinde ¢oziildiikten sonra iizerine 2 ¢
CMC/Ht mikro boncuk ilave edildi ve karisim 3 saat oda sicakliginda karistirildi.
Glimiis nanopartikiillerin indirgenmesi i¢in karisim igerisine NaBHs ¢ozeltisi ilave
edilerek, 1 saat daha karismasi saglandi. Elde edilen Ag@CMC/Ht nanopartikiilleri
stiziildii ve saf su ile yikandi. Ag@CMC/Ht nanopartikiilleri yikama isleminden sonra
oda sicakliginda kurumaya birakildi (Sekil 3.5).

Sekil 3.5. Ag@CMC/Ht nanopartikiilleri.

3.8 CMC/Ht/FK Kompozitlerinin Sentezi

CMC/Ht/FK kompozitlerinin sentezi igin, once 3 adet 2 g Na-CMC tartild1 ve
tizerlerine 40 mL saf su eklenerek elde edilen karisimlar, oda kosullarinda 4 saat
boyunca homojen bir ¢6zelti elde edilene kadar karistirildi. Daha sonra elde edilen
cozeltiler tizerine 0.5g, 1g ve 2g olacak sekilde keratin ekstraktlar1 ilave edildi. Elde
edilen karigimlar 4 saat boyunca oda sicakliginda karistirtldi. Hazirlanan karigimlarin
tizerine 10° ar mg Ht ekstrakt1 ilave edildi ve karigimlar 4 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirildi. Elde edilen kompozitler 0.1 M 100 mL Al(NO3)s ¢ozeltisine
bir enjektor yardimi ile damla damla ilave edildi ve Kkeratin oranlar1 farkli mikro
boncuklar elde edildi (Sekil 3.6). Mikro boncuklar 15 dakika boyunca su ile yikanarak
AI(NOz3)3’ tan arindirildi. Elde edilen CMC/Ht/FK mikro boncuklari oda sicakliginda

kurumaya birakildu.
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Sekil 3.6. CMC/Ht/FK mikro boncuklari.

3.9 Ag@CMC/Ht/FK Nanopartikiillerinin Sentezi

Elde edilen CMC/Ht/FK mikro boncuklar iizerine Ag nanopartikiillerini immobilize
etmek i¢in 0.5 g Ag(NO3)s tartildi ve 50 mL saf su igerisinde ¢ozdiikten sonra tizerine
2 g CMC/Ht/FK mikro boncuk ilave edildi, karisim 3 saat karistirildi. Glimiis
nanopartikiillerin indirgenmesi igin ¢ozeltinin igerisine NaBH4 ¢ozeltisi ilave edilerek,
1 saat daha karigmasi saglandi. Elde edilen Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiilleri stizildii
ve kimyasaldan armdirmak igin bol saf su ile yikanarak, oda sicakliginda kurumaya
birakildi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7. AJ@CMC/H/FK nanopartikiilleri.

3.10 Antioksidan Aktivite

Uretilmis Ag nanopartikiil immobilize edilmis CMC/Ht/FK mikro boncuklarmin
antioksidan aktivitesini belirlemek i¢cin DPPH yontemi kullanildi. Mikro boncuklar

kiigiik pargalara (1x1 m?) ayrildiktan sonra 10 mg tartilarak test tiiplerine yerlestirildi.
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Daha sonra, 6x10° M konsantrasyonda hazirlanan 1.0 mL DPPH ¢ozeltisi test
tiiplerine ilave edildi karanlikta 30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda, ornekler 517 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometre kullanilarak
Olctim alindi. Bu test ii¢ tekrar olacak sekilde yapildi. DPPH radikal siipiirme
aktivitesi, agagidaki denklem kullanilarak hesaplandi (Denklem 3.1).

Akontrol—Aornek
Akontrol

Inhibisyon(I%) = ( ) x 100 (3.1)

3.11 In vitro Sitotoksisite Testi

L929 hiicre hatt1 %10 FBS (Pan Biotech P30-1301) iceren EMEM icerisinde 25T
flaskta giinde 2 defa kontrol edilerek %70 ve lizerinde konfluensiye gelmesi beklenir.
(Doubling Time: 22-26 saat) (L929 Hiicre hattt ATCC CCL-1 kokenlidir). Uretilen
nanomalzemeler steril 6’ lik plate i¢ine alinip 15 dakika saf etanol (Sigma-Aldrich)
icerisinde bekletildi. Daha sonra etanol uzaklastirilip bir gece UV 151k altinda birakildi.
25T flask igerisinde %70-80 konfluensi ulasan hiicrelere 500uL Tripsin-EDTA
(Gibco, 15400054) eklendi ve 37°C’ de %5 CO, ortaminda 3-5 dakika bekletildi.
Inverted mikroskop (Zeiss Primovert, Almanya) altinda hiicrelerin dissosiye olduklari
gozlemlendigi anda %10 FBS igeren besiyeri eklendi. 300x g’de 5 dakika santrifiij
edildi ve besiyeri atildi. Uzerine 1 mL EMEM besiyeri eklendi ve Trypan mavisi
(Gibco, 1525061) kullanilarak Logos Luna II cihazinda sayim yapildi. Kuyucuk basina
104 hiicre gelecek sekilde %10 FBS’li besiyeri eklendi. Her kuyucukta %70 konfluensi
yakalandiginda kiltiir kabindaki besiyeri g¢ekildi. Taze besiyeri eklendikten sonra
biyomalzemeler hiicre kabima eklendi. Her grup en az 3 tekrar kuyucugu seklinde
yapilarak tekrarli analiz yapilmasi saglandi. Materyal uygulamasi yapildiktan sonra 22
saat hiicreler inkiibatorden hi¢ ¢ikarilmadan bekletildi ve 22 saat sonunda kuyucuk
hacminin %10 kadar WST-8 solusyonu eklendi. Bu islem sirasinda 1siklarin kapali
olmasina dikkat edildi. Hiicre kiiltiir kab1 aliminyum folyo ile sarild1 ve 2 saat daha
inkiibatorde bekletildi. 2 saat sonunda hiicre kiiltiir kabinda 450 nm ve 630 nm dalga
boylarinda okuma yapildi. Cikan sonuglar formiile edilerek % canlilik tespit edildi

(Denklem 3.2).

%Canlilik = ((Deney Kuyucugu_Blank))x 100 (3.2)

Negatif Kontrol—Blank
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3.12 In vitro Hiicre Cizik Testi

CMC/Ht/FK mikro boncuklar1 ve Ag nanopartikiil immobilize edilmis CMC FK/Ht
nanopartikiillerinin yara iyilestirme potansiyelleri fibroblast (L929) hiicrelerinin gog
kabiliyeti iizerinde, hiicre ¢izik testi yara iyilesme modeli ile degerlendirilmistir. 2x10*
hiicre/mL konsantrasyonunda %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin ve 4 mM L~
glutamin eklenmis 300 ul DMEM ortaminda 48 kuyucuklu doku kiiltiir kaplarina
ekildi ve tek tabaka halinde kaplanincaya kadar bekletildi. Daha sonra steril bir pipet
ucu (200 pl) yardimiyla bir bastan 6biir basa tek hamlede ¢izildi ve in vitro yara modeli
olusturuldu. Cizme islemi sirasinda kalkan hiicreleri uzaklastirmak i¢in Ustteki besi
yeri alind1 ve PBS yikandi. Sitotoksisite deneyi sonrasi belirlenen dozlarda iiretilen
biyomalzeme uygulandi ve %5 CO0,’ 1i inkiibatérde 37 °C' de 24 saat inkiibe edildi.
Negatif kontrol kuyucuklarina, biyomalzeme igermeyen ekstraktin ¢oziiciisii ilave
edildi. Olusturulan yara modeli invert mikroskopta (Zeiss Primovert) goriintiilendi ve
her kuyucuktan en az iki goriintii alind1 0.saat olarak kaydedildi. Ayni sekilde gerekli
hesaplamalarin yapilabilmesi i¢in 24 saat sonra da dijital olarak fotograflandi. Alinan
goriintiiler Image J goriintii analiz programi kullanilarak goriintiiniin tiim alan1 ve yara
alanlar1 hesaplandi. Yara kapanma orani asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi

(Denklem 3.3).

Alan0—-Alan24

S X 100 (3.3)

Yara kapatma orant = |

Burada Alanto baslangigta ¢ekilen fotografin 6l¢iilmiis alani, Alantos 24’lincli saatte

alinan fotografin alanidir.

3.13 istatiksel Analizler

Tim sonuglar en az ii¢ tekrar ile elde edilmis ve sonuglar ortalama (+standart sapma
ile) olarak verilmistir. Gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik, tek yonli varyans
analizi (ANOVA) ve bunu takiben post-hoc karsilastirmasi i¢in Tukey testi ile

belirlenmigtir. P <0.05 ise ortalama degerler istatistiksel olarak farkli kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 FK, CMC/Ht/FK Mikro Boncuklar1 ve Ag@CMC/Ht/FK
Nanopartikiillerinin FT-IR Spektrumlari

Sentezlenen FK, CMC/Ht/FK ve Ag@CMC/Ht/FK &rneklerinin tamaminin kimyasal
yapist FTIR spektrumlari ile belirlenmistir. Keratinin FTIR spektrumu incelendiginde
(Sekil 4.2, 4.3, 4.4), 3276 cm™’ de keratin i¢in spesifik olan keskin O-H gerilme/amit
A grubuna atfedilen N-H titresimleri goriilmektedir (Yoon vd., 2000). 2961ve 2919
cm™®’ de goriilen pikler C-H gerilme titresimlerine, 1634 cm™* de gériilen pik ise amit
1 grubuna atfedilen C=0 gerilme titresimine aittir (Cakmak, 2024). 1515, 1448-1387,
1232 ve 1048 cm™” de gozlenen pikler ise sirastyla, amit II grubuna ait N-H egilme/
C-H egilme, C-H egilme, amit III grubuna ait C-N/N-H egilme ve C-O titresimlerine
atfedilmektedir (Eslahi vd., 2013; Vasconcelos vd., 2008; Zhang vd., 2013).

1 g keratin kullanilarak sentezlenen CMC/Ht/FK mikro boncuklarinin Sekil 4.3 deki
FTIR spektrumu incelendiginde, keratinin molekiil yapisina Na-CMC ve Ht
eklediginde keratinin piklerinde kii¢iik kaymalar oldugu gozlenmistir. Buna karsin,
1591, 1417 ve 1024 cm™ de gozlenen yeni ve keskin pikler ise, Na-CMC’ nin
sirastyla, spesifik asimetrik COO", simetrik COO™ ve C-O-C titresimlerine karsilik
gelmektedir(Baran vd., 2024). Ayrica yapiya yliksek mol kiitleli polimer Na-CMC
dahil oldugunda spektrumun yayvanlastigi da gozlenmektedir. CMC/Ht/FK mikro
boncuklarinin yapisina Ag nanopartikiilleri eklendiginde ise, piklerde bir degisim

gozlenmezken, sadece pik yerlerinde kiiciik kaymalar gozlenmistir.

Sekil 4.2 ve Sekil 4.4” deki 0.5 g ve 2 g keratin kullanilarak hazirlanan CMC/Ht/FK
mikro boncuklarinin FTIR spektrumlari, 1 g keratin ile hazirlanan kompozitik mikro
boncuklarin FTIR spektrumu ile karsilagtirildiginda piklerde degisim gézlenmemekle

beraber kii¢iik kaymalar gorilmistiir.

Sekil 4.1° de verilen keratin olmadan sentezlenen CMC/Ht kompozitinin FTIR
spektrumu incelendiginde ise, 3274, 2919, 1592, 1419, 1321 ve 1023 cm?’ de
gozlenen pikler, Na-CMC yapisina ait olup sirasiyla, O-H gerilme, C-H gerilme,
asimetrik COQr, simetrik COO™ gerilme, O-H egilme ve C-O-C gerilme titresimlerine
atfedilebilir (Baran vd., 2024; Dilaver ve Yurdakoc, 2016).
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CMC/Ht mikro boncuklarinin yapisina Ag nanopartikiiller de dahil oldugunda,
spektrumda herhangi bir degisimin olmadigi, Ag iyonlarinin baglanmasindan dolay1

kiiglik kaymalar oldugu gézlenmistir(Baran vd., 2024).
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Sekil 4.1. CMC/Ht mikro boncuklari ve Ag@CMC/Ht nanopartikiillerinin FT-IR
spektrumlar:.
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Sekil 4.2. FK, CMC/Ht/FK (0.5 g) mikro boncuklar1 ve Ag@CMC/Ht/FK (0.5 g)
nanopartikiillerinin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 4.3. FK, CMC/Ht/FK (1 g) mikro boncuklari ve Ag@CMC/Ht/FK (1 g)
nanopartikiillerinin FT-IR spektrumlari.
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Sekil 4.4. FK, CMC/Ht/FK (2 g) mikro boncuklari ve Ag@CMC/Ht/FK (2 g)

nanopartikiillerinin FT-IR spektrumlari.

35



4.2 FK, CMC/Ht/FK Mikro Boncuklar: ve Ag@CMC/Ht/FK
Nanopartikiillerinin XRD Analizi

FK, CMC/Ht/FK ve Ag@CMC/HU/FK’ nin XRD diyagramlart Sekil 4.5’ de
verilmistir. FK’ ya ait XRD diyagrami incelediginde, 20° (20)’ da amorf yapiy1 isaret
eden keratine ait pik gézlenmistir. CMC/Ht/FK’ ya ait XRD diyagrami ise FK’ ya
benzerlik géstermektedir. Buna karsin, Ag@CMC/Ht/FK’ nin XRD diyagraminda ise,
27,92°,32,31°, 38,16°, 44,54°, 46,62°, 64,68° ve 77,55° deki pikler glimiisiin ylizey
merkezli kiibik yapisin1 gosteren sirastyla (210), (122), (111), (200), (231), (220) ve
(311) diizlemlerine karsilik gelmektedir (Biao et al., 2017; Meng, 2015). Bu sonuglar,

Ag nanopartikiillerin yaptya immobilize oldugunu kanitlamaktadir.

FK
CMC/ Ht [FK —_—
Ag@CMC/Ht/FK

Gegirgenlik (a.u.)

10 20 30 40 50 60 70 80

2-teta (derece)

Sekil 4.5. FK, CMC/Ht/FK mikro boncuklar1 ve Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiillerinin
XRD diyagramlari.
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4.3 FK, CMC/Ht/FK Mikro Boncuklar1 ve Ag@CMC/Ht/FK
Nanopartikiillerinin TGA Analizi

Keratin, optimum ozellik gosteren 1 g keratin ile hazirlanan CMC/Ht/FK mikro
boncuklar1 ve Ag nanopartikiil yiiklenmis Ag@CMC/Ht/FK®> ye ait 30-700 °C
araliginda N; atmosferinde kaydedilmis TGA egrileri Sekil 4.6° da verilmistir. Termal
analiz egrilerinden elde sonuglar ise Cizelge 4.1’ de goriilmektedir. FK, CMC/Ht/FK
ve Ag@CMC/Ht/FK nanopartiikiillerine ait TGA egrilerine bakildiginda, iretilen
malzemelerin iki basamakta bozundugu belirlenmistir. FK’ nin, 30-154 °C ve 154-700
°C sicaklik araliklarinda sirasiyla %7.9 ve %74.9 kiitle kaybina maruz kaldigi
belirlenmistir. CMC/Ht/FK mikro boncuklar ise, 30-176 °C ve 176-700 °C sicaklik
araliklarinda sirasiyla %12.8 ve %56.3 kiitle kaybma ugramistir. Ag@CMC/Ht/FK
nanopartikiillerine ait TGA egrisinden ise, 30-166°C ve 166-700°C sicaklik
araliklarinda sirastyla %10.9 ve %56.1 kiitle kaybr kaydedilmistir. Ik basamaktaki

kiitle kayiplar1 adsorbe suyun uzaklagmasina atfedilebilir.

Cizelge 4.1’ de goriilen TGA egrilerinden elde edilen verilen kiyaslandiginda, %50
kiitle kaybinin gergeklestigi sicakliklar FK, CMC/Ht/FK ve Ag@CMC/Ht/FK ig¢in
sirastyla 336, 374 ve 376 °C olarak verilmistir. Ayrica iiretilen malzemelerin 700 ‘C’
deki karbon artiklari ise sirasiyla %17.2, %30.9 ve %33.0 olarak belirlenmistir. Bu
sonuglardan yola ¢ikarak, fretilen CMC/Ht/FK mikro boncuklarinin termal
dayanimmin keratine gore daha iyi oldugu, Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiillerinin
termal dayanimmin ise CMC/Ht/FK mikro boncuklarindan daha iyi oldugu
soylenebilir. Ayrica, Ag@CMC/Ht/FK’ nin 700°C’ deki karbon artiginin, CMC/Ht/FK
mikro boncuklarindan daha fazla olmasi1 Ag nanopartikiillerinin yapidaki varligina

kanit olarak gosterilebilir (Baran vd., 2024).
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Sekil 4.6. FK, CMC/Ht/FK mikro boncuklar1 ve Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiillerinin

TGA egrileri.
Cizelge 4.1. FK, CMC/Ht/FK mikro boncuklarm ve Ag@CMC/HU/FK
nanopartikillerinin termal bozunma verileri.
Kiitle kaybi Kiitle Ts09° 700 °C°
Madde basamaklari kaybi deki karbon
(O (%) (O artigi (%)

30-154 7.9

FK 336 17.2
154-700 74.9
30-176 12.8

CMC/HUFK 374 30.9
176-700 56.3
30-166 10.9

Ag@CMC/HU/FK 376 33.0
166-700 56.1

a: Tsw % 50 kiitle kaybinin hangi sicaklikta olustugunu ifade etmektedir.
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4.4 CMC/HU/FK Mikro Boncuklar1 ve Ag@CMC/Ht/FK Nanopartikiillerinin
FE-SEM ve EDS analizleri

Sentezlenen CMC/Ht/FK mikro boncuklari ve Ag@CMC/Ht/FK naopartiikiillerinin
ylzey morfolojilerini arastirmak i¢in FE-SEM analizleri yapilmis, elde edilen
goriintiiler CMC/HUY/FK (1 g) mikro boncuklar1 (a-c), Ag@CMC/Ht/FK (1 g)
nanopartikiilleri  (d-f), Ag@CMC/Ht/FK (0,5 g) nanopartikiilleri (g-i) ve
Ag@CMC/H/FK (2 g) nanopartikiilleri (j-1) i¢in Sekil 4.7’ de verilmistir.

CMC/Ht/FK mikro boncuklarinin ve Ag@CMC/Ht/FK nanopartikillerinin kiiresel
formda basariyla iiretildigi Sekil 4.7° de agik¢a goriilmektedir (a-f). CMC/Ht/FK
mikro boncuklarinin yiizeyinin yliksek biiyilitmeli goriintiileri, yilizeyin kismen piiriizlii
ve gatlakli bir yapiya sahip oldugunu ortaya ¢ikarmistir. CMC/Ht/FK kompozitinin
tizerine Ag nanopartikiillerin indirgenmesinden sonra yiizeyin geometrik Ag
parcaciklartyla kaplandig1 agikga goriilmektedir (Sekil 4.7, d-f). AQ@CMC/Ht/FK
(0.5 g)’ nin (Sekil 4.7, g-i) ve Ag@CMC/Ht/FK (2g FK) (Sekil 4.7, j-l) yiizey
gorlintiileri  incelendiginde ise, yiizeylerde Ag nanopartikiillerin  biriktigi
goriilmektedir. Bu ylizey goriintiileri, Ag nanopartikiillerin yiizeye basarili bir sekilde

immobilize edildigini gdstermektedir.

CMC/Ht/FK (1 g) mikro boncuklarinin Sekil 4.8 deki EDS spektrumu incelendiginde;
C, O, N, Na ve Al elementlerine ait sinyaller kompozitin sentezini dogrulamaktadir.
Ag@CMC/HU/FK nanopartikiillerine ait Sekil 4.9, 4.11 ve 4.13° deki EDS
spektrumlart incelendiginde ise, Ag sinyallerinin yogun bir sekilde gozlenmesi Ag
nanopartikiillerin kompozitik mikro boncuklar iizerine basarili immobilizasyonunu
kanitlamaktadir. Ayrica, AQ@CMC/Ht/FK’ nin farkli keratin igerikleri i¢in elementel
bilesimi EDS spektrumlarina ek olarak, Sekil 4.10, 4.12 ve 4.15’ de verilen EDS

haritalama analizleri ile de dogrulanmistir.
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Sekil 4.7. CMC/Ht/FK (1 g) mikro boncuklar1 (a-c), Ag@CMC/Ht/FK (1 g)
nanopartikiilleri (d-f), Ag@ CMC/Ht/FK (0.5 g) nanopartikiilleri (g-i),
Ag@CMC/Ht/FK (2 g) nanopartikiilleri (j-I) FE-SEM goriintiileri.
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Sekil 4.8. CMC/Ht/ FK (1 g) mikro boncuklarinin EDS spektrumu.
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Sekil 4.9. Ag@CMC/Ht/FK (1 g) nanopartikiillerinin EDS spektrumu.
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Sekil 4.10. Ag@CMC/Ht/FK (1 g) nanopartikiillerinin EDS haritalama analizleri.
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Sekil 4.11. Ag@CMC/Ht/ FK (0.5 g) nanopartikiillerinin EDS spektrumu.
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Sekil 4.12. Ag@CMC/HU/FK (0.5 g) nanopartikiillerinin EDS haritalama analizleri.
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Sekil 4.13. AgQ@CMC/Ht/FK (2 g) nanopartikiillerinin EDS spektrumu.
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Sekil 4.14. AQ@CMC/H/FK (2 g) nanopartikiillerinin EDS haritalama analizleri.

4.5 Ag@CMC/Ht/FK Nanopartikiillerinin TEM Gériintiileri

Ag@CMC/H/FK nanopartikiillerinin ayrintili ylizey morfolojisi ve boyut analizi Fe-
SEM analizlerine ek olarak TEM analizi ile belirlenmis ve elde edilen goriintiiler Sekil
4.15° de verilmistir. AQ@CMC/Ht/FK’ nin TEM analizi immobilize edilen Ag
nanopartikiillerin kiiresel bir sekle sahip oldugu ve kompozitik desteginin yilizeyinde
homojen bir sekilde dagildigin1 gostermistir. Ayrica pargacik boyutu dagilim grafigi
kullanilarak olusturulan Ag nanopartikiillerin boyutunun 14 nm oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.16).
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Sekil 4.15. Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiillerinin TEM gortintiileri.
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Sekil 4.16. Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiillerinin ortalama pargacik boyutu
histogrami.

4.6 CMC/Ht, CMC/Ht/FK Mikro Boncuklari ve Ag@CMC/Ht-
AgNPs@CMC/Ht/FK Nanopartikiillerinin Antioksidan Aktiviteleri

Bu ¢alismada, CMC/Ht, CMC/Ht/FK (0.5, 1 ve 2 g) ve Ag NPs, Ag@CMC/Ht/FK
(0.5, 1 ve 2 g) orneklerinin DPPH radikalini siipiirme aktiviteleri belirlenerek
antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir. CMC/Ht DPPH radikaline kars1 %62.61
sliptirme aktivitesi gosterirken; CMC/Ht/FK 0.5 g, 1 g ve 2 g sirasiyla %65.44, %78.63
ve %68.25 aktivite gostermistir (Cizelge 4.2). Buna karsilik, Ag@CMC/Ht %62.16
serbest radikal siiplirme aktivitesi gosterirken, Ag@CMC g, 1 g ve 2 ¢
sirasiyla %66.48, % 88.04 ve % 66.59 olarak tespit edilmistir. Antioksidan aktivite
genel olarak dogal bazli malzemelerin dnemli biyolojik aktivitelerinden biridir. Bu
calisma da da giimiis nanopartikiil indirgenmis polimerik biyokompozitik mikro

boncuklarin aktivitesi daha yiiksek bulunmustur.
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Cizelge 4.2. CMC/Ht ve CMC/Ht/FK (0.5, 1 ve 2g) mikro boncuklarinin ve Ag
NPs@CMC/Ht ve Ag@CMC/Ht/FK (0.5, 1 ve 2g) nanopartikiillerinin
serbest radikal siipiirme aktiviteleri (%).

Ornekler Inhibisyon (%)
CMC/Ht 62.61+3.57
Ag@CMC/Ht 62.16+0.95*
CMC/Ht/FK (0.5 g) 65.44+4.01
Ag@CMC/Ht/FK (0.5 g) 66.48+3.76
CMC/Ht/FK (1 g) 78.63+2.84
Ag@CMC/HU/FK (1 g) 88.04+0.24
CMC/Ht/FK (2 9) 68.25+5.87
Ag@CMC/Ht/FK (2 g) 66.59+0.20

*Ug paralel 6l¢iimiin ortalamasi=SD

4.7 CMC/Ht/FK Mikro Boncuklar1 ve Ag@CMC/Ht/FK Nanopartikiillerinin
Sitotoksisite Testleri

MTT tahlilinin amaci, mitokondriyal dehidrojenaz enziminin aktivitesiyle orantili
olarak hiicrelerin canliligini 6lgmektir. Canli hiicrelerde devam eden mitokondriyal
aktivite, formazan kristallerinin olusumuyla sonuglanir. Bu formazan kristalleri
DMSO gibi solventler igerisinde ¢6ziindiigiinde hiicre canliligiyla orantili yogunlukta
mor bir renk olusturur. MTT tahlil sonuglari, 492 nm'de bir mikroplaka okuyucu
(ChroMate®ELISA) iizerinde elde edildi. Elde edilen antioksidan sonuglarina gére en
iyi aktivite 1 g keratin ilave edilen mikro boncukta ve nanopartikiilde goriildiigiinden
CMC/Ht/FK mikro boncuklari ve Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiilleri i¢in 24 ve 48
saatte MTT tahlili yapilmustir. Uretilen ekstrelerin higbiri, fare fibroblast hiicrelerinde,
24 ve 48 saatte en yliksek konsantrasyonlarda dahi (250 ve 500 pg/mL) belirgin

derecede sitotoksisite gdstermemistir.

Yapilan 24 ve 48 saatlik deney sonuglarindan asagidaki canlilik verileri elde edilmistir

(Cizelge 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6).
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Cizelge 4.3. CMC/HU/FK 24 saatlik calisma sonrasi absorbans degerleri (ABS),
ortalama yiizde canliliklar1 (ORT) ve canlilik degerlerinin yiizde
standart sapmasi (STD).

CMC/Ht/FK ABS ORT STD

500 pg/mL 1218 | 1.235 | 1.350 | 122.793 | 8.002
250 pg/mL 1238 | 1.125 1.319 | 117.288 | 10.859
125 pg/mL 1.154 | 1.239 1.284 | 117.061 | 7.357
62.5 pg/mL 1.206 | 1.060 1.201 | 107.507 | 9.237
31.25 pg/mL 1.098 | 1.093 1.206 | 104.322 | 7.115
15.62 pg/mL 1030 957 895 80.892 | 7.531
7.81 pg/mL 1.505 | 1.352 1.436 | 145.086 | 8.539
3.90 pg/mL 1.338 | 1.340 1.360 | 133.485 | 1.356
1.95 pg/mL 1.390 | 1.324 1.229 | 129.163 | 9.019

POZ 595 591 608 31.392 0.991
NEG 1.162 1.077 1.063 100.000 5.971
BLANK 379 363 362 0.000 1.063

Cizelge 4.4. AQ@CMC/Ht/FK 24 saatlik ¢alisma sonrasi absorbans degerleri (ABS),
ortalama ytizde canliliklar1 (ORT) ve canlilik degerlerinin yilizde standart

sapmasi (STD).

Ag@CMC/Ht/FK ABS ORT STD
500 pg/mL 937 997 1.059 | 85.942 | 6.798
250 pg/mL 1570 | 1.524 | 1.589 | 162.830 | 3.725
125 pg/mL 1.208 | 1.063 | 1.125 | 104.277 | 8.108
62.5 pg/mL 1.505 | 1.405 1484 | 148.362 | 6.824

31.25 pg/mL 1416 | 1.501 1451 148.840 | 5.801
15.62 ng/mL 1.551 | 1.432 1438 | 150.910 | 7.471

7.81 pg/mL 1586 | 1.541 | 1.463 | 158.599 | 6.935
3.90 pg/mL 1.466 | 1.395 | 1.405 | 143.858 | 4.283
1.95 pg/mL 1322 | 1.348 | 1.202 | 123.794 | 9.964
POZ 505 | 501 608 | 31.392 | 0.991
NEG 1.162 | 1.077 | 1.063 | 100.000 | 5.971
BLANK 379 | 363 362 0.000 | 1.063

48



Cizelge 4.5. CMC/HU/FK 48 saatlik calisma sonrasi absorbans degerleri (ABS),
ortalama yiizde canliliklar1 (ORT) ve canlilik degerlerinin yiizde
standart sapmasi (STD).

CMC/Ht/FK ABS ORT STD
500 pg/mL 1693 1635 1619 86.131 2.175
250 pg/mL 1680 1682 1510 84.421 5.516
125 pg/mL 1807 1780 1538 90.192 8.276
62.5 pg/mL 1456 1273 1163 62.067 8.270

31.25 pg/mL 1482 1278 1423 68.704 5.865

15.62 pg/mL 1374 1264 1108 58.736 7.468
7.81 pg/mL 1698 1584 1537 83.212 4.626
3.90 pg/mL 1595 1630 1515 81.410 3.294
1.95 pg/mL 1706 1642 1516 84.238 5.401

POZ 408 401 408 1.049 0.226
NEG 1785 1827 1943 100.000 | 4.573
BLANK 394 386 391 0.000 0.226

Cizelge 4.6. AQ@CMC/Ht/FK 48 saatlik ¢alisma sonrasi absorbans degerleri (ABS),
ortalama yiizde canliliklar1 (ORT) ve canlilik degerlerinin yiizde
standart sapmasi1 (STD).

Ag@CMC/HUFK ABS ORT STD
500 pg/mL 1531 | 1542 1429 | 75981 | 3.481
250 pg/mL 1432 1498 1390 71.829 3.042
125 pg/mL 1520 1630 1648 82.733 | 3.872
62.5 pg/mL 1746 1707 1596 88.458 4.348

31.25 pg/mL 1420 1458 1406 71.008 1.503
15.62 pg/mL 1585 1503 1275 72.810 8.975
7.81 pg/mL 1505 1418 1422 72.400 2.744
3.90 pg/mL 1447 1343 1264 65.762 5.128
1.95 pg/mL 1552 1489 1193 69.868 | 10.710
POZ 408 401 408 1.049 0.226
NEG 1785 1827 1943 | 100.000 | 4.573
BLANK 394 386 391 0.000 0.226
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4.8 CMC/Ht/FK ve Ag@CMC/Ht/FK In vitro Cizik Testleri

Bu tezde, iiretilen mikro boncuk ve nanopartikiiliin yara iyilestirme potansiyelini test
etmek ve karsilastirma yapmak igin in vitro hiicre ¢izik testi kullanilmistir.
Sitotoksisite sonuglarina gore en iyi hiicre canliligi gosteren 3 farkli konsantrasyonda
hem CMC/Ht/FK i¢in hem de Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiilleri i¢in in vitro hiicre
cizik testi uygulanmustir. Sekil 4.17, 4.18’deki temsili gortntiller ve 4.19’daki
yiizdeler, fibroblast go¢iindeki artig1 ve kapanmayi agikca gostermektedir. Bu testin
sonucuna gore AG@CMC/Ht/FK’nin in vitro yara iyilestirici aktivitesi, CMC/Ht/FK
daha 1yi olarak goziikmektedir.

CMC/Ht/FK
0 saat 24 saat

1,95 pg/ml

3,90 pg/ml

7,81 pg/ml

Sekil 4.17. Hiicre ¢izik testi deneyinde CMC/HU/FK” nin (1.95, 3.90 ve 7.81 ug/mL)
fare dermal fibroblast (L929) gocii iizerindeki etkisini gosteren temsili
goriintli. Biiytlitme (0. saat i¢in 5x, 24. saat i¢in 10x).
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AgNP@CMC/ HUFK
( saat 24 saat

781 pg/ml

15,62 pg/ml

250 pg/ml

Sekil 4.18. Hiicre ¢izik testi deneyinde AQ@CMC/Ht/FK’ nin (7.81, 15.62 ve 250
ug/mL) fare dermal fibroblast (L929) gé¢ii tizerindeki etkisini gosteren
temsili goriintii. Biiylitme (0. saat i¢in 5x, 24. saat i¢in 10x).
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Sekil 4.19. Hiicre ¢izik testi deneyinde CMC/Ht/FK (1.95, 3.90 ve 7.81 pg/mL) ve
Ag@CMC/Ht/FK’ nin (7.81, 15.62 ve 250 pg/mL) fare dermal fibroblast
(L929) gogii tizerindeki ylizdelik kapanma degerlerini gosteren grafik.
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5. SONUC VE ONERILER

Yara iyilestirici materyaller, enfeksiyon riskini azaltarak, iyilesme siiresini
hizlandirmaktadir. Bu, hastalarin yasam kalitesini artirmak ve tibbi miidahalelerin
etkinligini ylikseltmek i¢in kritik 6neme sahiptir. Ag nanopartikiiller, kronik yaralarin
tedavisinde ve cerrahi sonrasi iyilesme siirecinde sahip olduklari antioksidan
ozelliklerinden dolay1 biiyiikk bir avantaj saglamaktadirlar. Bu yiizden de yara
iyilestirici olarak tasarlanan materyallerin hazirlanmasinda arastirmacilarin yogun
olarak  ilgisini  ¢ekmektedirler. Buna karsin, metal nanopartikiillerin
yigilma/topaklanma egilimi nedeniyle sahip olduklar {istiin biyolojik ve katalitik
Ozelliklerinin etkilendigi bilinmektedir. Bu yiizden de metal nanopartikiillerin
yigilma/topaklanma problemini ortadan kaldirmak i¢in uygun destek malzemeleri
lizerine stabilizasyonlar1 biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu amagla, bu tez ¢aligmasinda
once CMC/Ht/FK mikro boncuklar1 destek malzemesi olarak tasarlanmis ve iizerine
Ag nanopartikiilleri immobilize edilerek Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiilleri literatiirde
ilk kez sentezlenmistir. Sentezlenen materyallerin kimyasal ve morfolojik yapilar

FTIR, XRD, FE-SEM, EDX ve TEM analizleri ile karakterize edilmistir.

Yapilan FTIR, FE-SEM ve EDX analizler sonucunda, CMC/Ht/FK mikro boncuklart
ve Ag@CMC/HU/FK nanopartikiillerinin  sentezinin  basarili  bir  sekilde
gerceklestirildigi kanitlanmistir. Uretilen biyomalzemelere yapilan TGA analizleri ile,
gelistirilen destek malzemesinin keratinden, Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiillerinin ise
destek malzemesinden termal olarak daha kararli oldugu ortaya konmustur. FE-SEM,
EDX ve TEM analizleri sonucunda ise, Ag nanopartikiillerin kompozitik biyomikro
boncuklar iizerinde yigilma/topaklanma gdstermeden, homojen bir sekilde dagildig:

ortaya koyulmustur.

Biyolojik aktivitelerin degerlendirilmesi i¢in yapilan antioksidan testlerinde ise, 1 g
keratin eklenen mikro boncuklar %78,63; Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiilleri
ise %88,04 oranlari ile en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermislerdir. Bu sonuglar,
giimiis nanopartikiillerle desteklenen mikro boncuklarin 6nemli bir antioksidan
kapasiteye sahip oldugunu gostermektedir. Bu sonugclar, iiretilen biyomalzemelerin
antioksidan materyaller olarak saglik alaninda genis bir potansiyel kullanim

yelpazesine sahip oldugunu desteklemektedir.
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Yapilan sitotoksisite testleri, iiretilen biyomalzemelerinin hi¢birinin toksik olmadigini
gostermistir. Ayrica, en iyi hiicre canlilig1 gésteren 3 dozda hiicre ¢izik testi yapilmig
ve Ag@CMC/HU/FK nanopartikiillerinin in vitro yara iyilestirici aktivitesinin,
CMC/Ht/FK mikro boncuklarindan daha tstiin oldugu belirlenmistir. Sitotoksisite
testleri, iiretilen kompozit materyallerin hiicreler iizerinde toksik olmadigini ve ileri
testler de yapilarak gosterdigi bu biyouyumluluk sayesinde, tibbi uygulamalarda

giivenle kullanilabilmesini desteklemektedir.

Ayrica hiicre ¢izik testi ile Ag@CMC/Ht/FK nanopartikiillerinin yara iyilestirici
etkisinin CMC/Ht/FK mikro boncuklarindan daha iyi oldugu belirlenmistir. Temsili
goriintiiler, lretilen biyomalzemelerin hiicre proliferasyonunu ve doku onarimin
tesvik ederek etkili yara iyilestirici 6zellikler gdsterdigini ortaya koymustur. Boylece,
yara iyilesme tedavisi silirecinde potansiyel kullanim alanina sahip oldugu

goriilebilmektedir.

Bu tez calismasi, gelistirilen biyomalzemelerin antioksidan ve yara iyilestirici
materyaller olarak, biyomedikal alanda genis bir uygulama potansiyeline sahip
olabilecegini gostermektedir. Gelistirilen biyomateryallerin klinik arastirmalarla
desteklenmesi durumunda, saglik hizmetlerinde devrim niteliginde gelismeler
saglayabilecegi ve hastalarin yasam kalitesini Oonemli Ol¢iide iyilestirebilecegi

ongoriilmektedir.
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