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OZET

KiTOSAN VE KOLAJEN ICERIKLI ELEKTRO-
EGRILMIS YARA ORTULERININ URETILMESI

Mehtap ERDINC

Biyoteknoloji Anabilim Dali
Biyoteknoloji Programi

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Murat TOPUZOGULLARI
Es-Danigsman: Prof. Dr. Serap ACAR

Glinlimiizde karmagsik bir silireg olan yara iyilesmesinde kullanilan yara
malzemelerinin / ortiilerinin mekanik ve fiziksel 6zelliklerinin yeterli olmamasi
sebebiyle, yara iyilesme hizinda ve siireglerinde istenilen etkide basari elde
edilememektedir. Yara Ortiileri ila¢ igermeyen ve yara bolgesinde emici olmayan
ozelliklere sahip oldugunda yara sivist bolgede bakteri iliremesine neden
olmaktadir. Bu nedenle, yara bolgesinin ihtiyaclarina uygun ve iyilesme siirecini
destekleyen antiinflamatuar etkili biyoaktif bilesenlerle islevsel hale getirilmis yara
ortiilerine gereksinim duyulmaktadir. Ayrica, mevcut tedavilerde kullanilan ilaglara
kars1 diren¢ gelisimi ve bu ilaglarin toksik etkileri, tedavide tek basina yeterli
olmalarini engellemektedir.

Leishmaniasis tedavisinde siklikla kullanilan Amfoterisin B ve benzeri bu tedavide
kullanilan antifungal ve antileishmanial ilaglara gelistirilen direng ve ilaglarin

toksik ozellik gostermeleri tek basina kullanimlarini sinirlamaktadir. Bu nedenle,
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yara iyilesmesini hizlandirmak, ilaglarin yan etkilerini azaltmak ve
biyoyarlanimlarini arttirmak amaciyla AmB’nin ¢esitli ila¢ salim yontemleriyle ve
sekonder metabolitler ile kombine edilerek yara ortiisii seklinde kullanimini igeren
alternatif tedaviler iizerinde durulmasi gerekmektedir. Bu nedenle, bu tez
kapsaminda yara iyilesmesini hizlandirmak ve AmB’nin tek basina kullanilmasiyla
ortaya ¢ikan cesitli yan etkileri en aza indirgemek amaciyla kitosan esasli bir
elektro-egrilmis ilag salim Ozelligi olan yara Ortli malzemesi gelistirilmistir.
Leishmaniasis ve eslik eden sekonder kandidiyazis enfeksiyonunun tedavisine
yonelik olarak, sekonder metabolit kuersetin ve antifungal ajan AmB ile yiiklenmis
g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB  igeren  nanofiberler tasarlanmistir.  Bu
nanofiberler, FTIR spektroskopisi, taramali elektron mikroskobu (SEM) ve yiizey
temas ag1s1 dlciimleri gibi ileri karakterizasyon teknikleriyle incelenmistir. Uretilen
elektro-egrilmis biyomalzemenin, yara iyilesmesinin hizlanmasini, hiicrelerin
bliylimesini ve proliferasyonunu artiran yara Ortii malzemesi olarak

degerlendirilmesi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Amfoterisin B, kuersetin, nanofiber, kolajen, kitosan
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ABSTRACT

PRODUCTION OF ELECTRO-SPUN WOUND
DRESSINGS CONTAINING CHITOSAN AND COLLAGEN

Mehtap ERDINC

Department of Biotechnology
Master of Science Thesis

Supervisor: Dr. Murat TOPUZOGULLARI
Co-supervisor: Prof. Dr. Serap ACAR

Today, due to the inadequacy of the mechanical and physical properties of wound
materials / dressings used in wound healing, which is a complex process, the desired
effect cannot be achieved in the speed and processes of wound healing. When
wound dressings do not contain drugs and have non-absorbent properties in the
wound area, the wound fluid causes bacterial growth in the area. Therefore, wound
dressings that are functionalized with anti-inflammatory effective bioactive
components that are suitable for the needs of the wound area and support the healing
process are needed. In addition, the development of resistance to drugs used in
current treatments and the toxic effects of these drugs prevent them from being
sufficient alone in the treatment. The resistance developed to antifungal and
antileishmanial drugs used in this treatment, such as Amphotericin B, which is
frequently used in the treatment of leishmaniasis, and the toxic properties of the
drugs limit their use alone. Therefore, alternative treatments that include the use of
AmB in combination with various drug delivery methods and secondary
metabolites as a wound dressing in order to accelerate wound healing, reduce the

side effects of drugs and increase their bioavailability should be considered.
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Therefore, in this thesis, a chitosan-based electrospun wound dressing material with
drug delivery properties was developed to accelerate wound healing and minimize
various side effects that occur when AmB is used alone. Nanofibers containing g-
(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB loaded with secondary metabolite quercetin and
antifungal agent AmB were designed for the treatment of leishmaniasis and
accompanying secondary candidiasis infection. These nanofibers were examined
with advanced characterization techniques such as FTIR spectroscopy, scanning
electron microscopy (SEM) and surface contact angle measurements. The produced
electrospun biomaterial is aimed to be evaluated as a wound dressing material that

accelerates wound healing and increases cell growth and proliferation.

Keywords: Amphotericin B, quercetin, nanofiber, collagen, chitosan
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Leishmaniasis hastaligi enfekte olan disi kum sinek tiirliniin 1sir1g1 ile insan ve
hayvanlara gegen leishmania parazitinin neden oldugu bir hastaliktir. Tiirkiye’de
ve yaklasik 98 iilkede bu hastalik goriilmektedir. Kutandz, viseral ve mukozal
olarak ii¢ formda bulunmaktadir. Hastaligin sebep oldugu lezyonlarin tedavisi igin
sistemik tedavi yontemlerinin yam sira lokal tedavi yaklasimlarinda yara Ortiileri
de siklikla tercih edilmektedir. Dolayisiyla leishmaniasis ve kandidiyazisisi
hedefleyen yaklasimlar doku miihendisligini de kapsamaktadir. Doku miihendisligi
yaklagimlart ile tiretilen nanofiber iskelelerde hem dogal hem de sentetik polimerler
kullanilmaktadir. PEO gibi sentetik polimerler, hidrofilik 6zellikte olup viicut
stvilart ile etkilesime girerek hizli ¢oziindiiklerinden yara Ortiileri  gibi
uygulamalarda tercih edilmektedirler. Ayrica biyoaktif madde ve ilaglarin salim1
icin de uygun adaylardir. Dogal polimerler ise dogada bol ve kolay
bulunmaktadirlar. Ayrica ECM ile benzer ozellikler tasimasi nedeniyle hiicre
bliylime ve ¢ogalmasini tesvik ederek yara iyilesmesini de hizlandirarak hasarli
dokular1 onaric etki gostermektedirler. Nanofiber iskelelerde polimerler tek basina
kullanilabilecegi gibi sekonder metabolitler ve hastalig tedavi edici ajanlar dahil
edilerek etkileri giiclendirilebilmektedir. Bu ajanlar, dogrudan fiziksel veya
kimyasal yollarla iskeleye tutturulabilirler. Ayrica, bir ilag tasima sistemi
aracihigiyla iskeleye yiiklenebilmektedir. Ilag tasima sistemleri; ilaglarin daha etkili
olarak hedefe ulagsmasini sagladigi, ¢oziiniirliigii arttirdigr ve ilaglarin toksisitesini
azalttiklar i¢in tercih edilmektedirler. Yara ortiisii amaciyla kullanilacak nanofiber
iskelelerin Uretiminde, tedavi siiresince islevlerini dogru sekilde siirdiirebilmeleri
icin biyouyumlu olmalarin1 saglayan ve hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu
destekleyen yontemler ve bilesenler tercih edilmektedir. Elektro egirme yontemi,
iistlin mekanik ozellikler sergileyen nanofiberlerin iiretilmesinde kullanilan bir

yontemdir. Cesitli malzemelerin kombinasyon kolayligi, yiliksek seviyede



gozenekli yap1 ve gaz gegirgenligi saglamasi ile birlikte nano yapili olmalarinin
hiicre ile etkilesimini artirmasi yontemin var olan avantajlarindandir. Literatiir
incelemeleri sonucunda, tasarlanmasi planlanan nanofiberin igeriginde kullanilan
bilesenlerin birlikte yer aldigi ve leishmania ile kandidiyazis iizerindeki

etkinliklerinin degerlendirildigi bir calismaya rastlanmamustir.
1.2 Tezin Amaci

Bu tez caligmasinda; elektro-egirme yontemiyle leishmaniasis ve eslik eden
sekonder kandidiyazis enfeksiyonunun tedavisinde kullanilabilecek ilag (AmB)
yiiklii ve sekonder metabolit kuersetin ile konjuge edilmis kitosan iceren nanofiber
iskelelerin iretilmesi ve detayli sekilde karakterize edilmesi hedeflenmistir.
Elektro-egirme yontemiyle iiretilecek q-(GTMAC-CS)/PEO-Col nanofiberin,
leishmaniasis ve kandidiyazis tedavi slirecinin ihtiyaglarin1 karsilayacak sekilde
tasarlanarak, sahip oldugu kompleks bilesenlerle maksimum tedavi etkinligi

saglamasi ongoriilmektedir.
1.3 Hipotez

Leishmaniasis ve buna eslik eden sekonder enfeksiyonlardan biri olan
kandidiyazisin tedavisi icin, kuersetin ve antifungal bir ajan olan Amfoterisin B
(AmB) yiikli g-(GTMAC-CS)/PEO-Col igerikli nanofiber iskeleler, yenilik¢i bir
yara Ortiisii malzemesi olarak degerlendirilmektedir. Bu tiir bir yap, yara iyilesme
stirecini hizlandirmanin yani sira hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini destekleyerek
tedaviye c¢ok yonlii bir katki sunmaktadir. Elektro-egirme yontemiyle iiretilen
polimerik nanofiber iskele, yiiksek yiizey alanmma sahip yapisiyla hem

antileishmanial hem de antifungal 6zellikler sergilemektedir.

Bu yapida, ozellikle kuersetin ve AmB’nin bir arada kullanilarak GTMAC ile
modifiye edilmis kitosan (q-(GTMAC-CS)), polietilen oksit (PEO) ve kollajen
(Col) polimerleriyle birlestirildigi ilk nanofiber iskele 6rnegi olarak literatiirde bir
ilke isaret etmektedir. Bu materyal, enfekte yaralarda enfeksiyonun kontrol altina
alinmasini saglarken, hiicre dostu yapisiyla doku yenilenmesini desteklemesi

beklenmektedir. Tlgili in vitro kiiltiir calismalari, bu polimerik yapmnimn hem



leishmaniasis’e karsi etkili oldugunu hem de sekonder fungal enfeksiyonlarin

tedavisinde tistlin bir performans sergileyebilecegini gostermektedir.

Sonug¢ olarak, kuersetin ve AmB yikli bu yenilik¢i nanofiber iskele hem
enfeksiyon tedavisinde hem de yara iyilesmesinin hizlandirilmasinda énemli bir
potansiyele sahiptir. Modern tip ve biyomalzeme bilimi agisindan
degerlendirildiginde, bu yaklasim hem bilimsel yeniligi hem de klinik uygulama

potansiyeliyle dikkat cekmektedir.

Bu malzemede kitosan antimikrobiyal, biyouyumlu ve biyobozunur bir
biyopolimerdir. Bu polimere kuarterner amonyum gruplar1 eklenerek hem suda
¢Oziiniirliigli hem de antimikrobiyal 6zelligi arttirilmaktadir. Bu iki polimer beraber
kullanilarak hem yara dokusundaki hiicrelerin ¢ogalmasini ve gogiinii tetiklerken

hem de antimikrobiyal etki gdsterecektir.

Yapiya katilacak olan kuersetin ise sahip oldugu antioksidan, antineoplastic ve
antienflamatuvar ~ Ozellikleriyle = yara  kapanmasina  etki  gosterecegi

distiniilmektedir.

Yapidaki kollajen ise hiicre dis1 matriste zaten var olan bir proteindir. Hiicrelerin

cogalmasi ve gogiine imkan veren ve yara iyilesmesini hizlandiran bir molekiildiir.

AmB ise leismania sirasinda olusan kandidiyazise karsi anftifungal etki gosteren

bir ajandir.

Tiim bu molekiillerin bir araya getirilmesi i¢in kullanilacak olan elektroegirme
yontemi ise hiicre dis1 matrise benzer yapida nanometre seviyesinde ¢aplara sahip
fiber yapilarin olugsmasini saglayan bir yontemdir. Bu sayede hiicrelerin ¢ogalma

ve gocline imkan veren 3 boyutlu bir yap1 olusturabilecektir.
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GENEL BiLGILER

2.1 Yara ve lyilesme Siirecleri

Insanin bedeninde var olan en biiyiik organ deridir. Epidermis tabakasi, dermis ve
hipodermis tabakalari derinin yapisini olusturan ii¢ ana katmandir. Epidermis
denilen derinin dis tabakasini olusturan katman, viicudun i¢ ortaminin i¢ dengesini
korumada 6nemli bir gorev tistlenmektedir. Epidermis katmani ¢evre ile dogrudan
etkilesen son katman oldugundan viicudu dis ortamdan ve potansiyel patojenik
bakterilerden korumaktadir. Ikinci tabakadaki dermis katmani, ekstraseliiler
matriksin yapist ile beraber cilde gerilme kuvveti saglayacak sekilde etki
etmektedir. Bir diger deri katman1 olan dermis tabakasi ise viicut damarlarinin,
sinirlerin ve ter bezleri gibi yapilar igeren katmandir. Dogal durumunda ciltin

yapisi kurudur ve asidik pH (4.0-6.8) degerine sahiptir.

Derinin tahribati g¢esitli nedenlerle meydana gelebilmektedir; yaniklar, travma,
ameliyatlar veya yirtiklar gibi cesitli yollarla zarar gorerek islevinde zayifliklar
ortaya  ¢ikabilmektedir. Yara olusumundan sonraki siirecte  yarayi
kontaminasyonlardan ve ek komplikasyonlardan korumak amaciyla dogru yara
bakim1 zorunludur, bu da yara iyilesmesinin bozulmasina ve bir¢ok morbidite ve
mortalite vakasina neden olabilmektedir (Negut vd., 2010). Yara iyilesme siirecinin
baslangic1 cilt bolgesinin yapisinda tahribat meydana geldiginde aktifleserek
karmagik ve dinamik bir sekilde ilerlemektedir. Yara iyilesmesinin basamaklari
birbirini takip eden asamalardan meydana gelmektedir: Trombosit agregasyonu
denilen trombositlerin zamanla kiimelenmesi durumu, siire¢ gegtikce olusan kan
pihtisinin aktivasyonu, enfeksiyon in-filtrasyon siireci, hiicrelerin birbirinden ve
kendi yapilarindan farklilasmasi ve tahribat gergeklesen yara bdlgesinin kendini
tekrardan onarip sekil almasi bu yara iyilesme siirecin agamalarini olusturmaktadir.
Dokunun yenilenmesinde gerceklesen her bir basamak birbirinden bagimsiz gibi

goziiksede iltihaplanma, proliferasyon (hiicre ¢ogalmasi), yara biiziigmesi ve dogal
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yapist bozulan doku yapisinin yeniden sekillenmesi basamaklariyla baglantilidir.

(Peppa vd., 2009). Sekil 2.1°de normal ve dogal iyilesme siireci sekteye ugramis
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Hemostaz ve Granulasyon Kontraksiyon Remodeling Skar olusumu Anormal skar olusumu
inflamatuvar faz

yara iyilesmesi gosterilmektedir.

Normal yara iyilegmesi
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Sekil 2.1. Normal ve normal olmayan (bozulmus) yara iyilesmesi basamaklar1

2.1.1 inflamasyon Hemostaz Asamasi

Yara iyilesmesinin bu basamaginda kan damarlarinda fiziki daralma ve zaman
gectikge siireli olarak hemostaz gercgeklesir. Doku zedelenmesi oldugunda viicutta
sitokinlerin iiretimi baslayip salimi hizlanir ve iyilesme siireci yoOnlendirilir.
Iyilesme siirecinde kan damarlarnin duvari zarar goriirse trombositler
zedelenmeyle birlikte damar duvarinda agilan kollajenle yapisal olarak etkilesime
girer, meydana gelen temas sonrasi gegici piht1 olusumu gozlemlenir ve diger bir
asama olan hemostaz tetiklenir. Bu asama basladiktan sonra inflamasyondan
gorevli hiicreler yara bolgesine hedeflenir ve go¢ hareketi hizlanir. Yara bolgesinde
bulunan hiicre Oliimiinden sorumlu apoptotik hiicreleri ve bdolgede iireyen
bakterileri yaradan uzaklastirmaya baglar. Yara alaninda yara tipine baglh olarak 1-
4 giin arasinda siirecek olan bir asama gerceklesmektedir. Bu sathada inflamasyon
belirtileri olarak bolgesel siskinlikler, agri, siz1, kizariklik ve sicaklik seviyelerinde
artig goriilmektedir (Baktir, 2019). Inflamasyon siirecinde yara iyilesmesinin temel
hedefi zarar gormiis bolgedeki var olan enfeksiyonlarin Oniine gecilmesidir ve
olusan semptomlarin hafifletilmesidir. Bu asamada viicudun gosterdigi ilk tepki 48
saatlik siire igerisinde yara dokusuna go¢ eden ndtrofillerin bakterileri ya da
viicudun yabanct madde olarak tanimladig1 partikiilleri fagositozla veya salgiladigi

toksik maddelerle etkisiz hale getirmektedir. Notrofil gogiiyle birlikte,



aktiflesmenin ardindan ROS denilen serbest oksijen radikallerinin olusumu
gozlemlenmektedir.2-3 giinliik siirecte maksimum seviyelerde konsantrasyonda
olan makrofaj hiicrelerinin boyutlar1 biiyiiyerek, fagositoz 6zellige sahip hiicrelere
doniistirler. Makrofaj hiicreleri biiyiime faktorlerinin ana merkezi olarak siirecte yer
alir. Bu hiicreler doniistiiriicii biiyiime faktorii beta (TGF-B), EGF olarak
adlandirilan epidermal biiylime faktorii ve damarlanmanin olusmasi ve graniilasyon
yapisinin yeniden onariminda etkili biiylime etkenlerinin olusumunda yer alan
onemli yapilardir. Yarali bolgenin yeniden olusmasi siirecinde hasarli dokuya
dogru lenfosit akini olur. Lenfositler ECM sentezinin tetiklenmesi ve bolgedeki
kolajen miktarmin seviyesinin artiginda etkin rol oynar. inflamasyon basamagi
bakterilerin bolgeden uzaklastirilabilmesi i¢in yara temizligi olana kadar siiren
stirectir, fakat stire¢ uzun siirerse bolgede doku hasari meydana gelir ve hiicrelerin
cogalmasinin dogal siireci etkilenerek yara kronik yaraya dontisebilmektedir (Berk
vd., 2015). Deri zedelenmesi sonucu, kan damarlariin yapisinda gerceklesen sekil
bozukluklari, yaranin oldugu bolgeye hedeflenen hiicre hareketine fibrin pihtisinin
artisin1 tetikler. Makrofaj yapilar1 fagositoz mikroorganizmalari, ECM pargalari,
fibrin ve notrofil, eritrosit gibi hiicrelerin salgilanmasini tetikleyerek iyilesmede rol

oynayan molekiillerin {liretilmesini saglamaktadir.
2.1.2 Proliferasyon Faz

Yaralanma meydana geldikten hemen sonra baslayan ve ortalama 3 hafta siiren bir
fazdir. Bu faz doku onarim siirecinde gecirgen 6zellik gdsteren bariyer olusmast
beklenmektedir. Yaranin ¢esidi, yaranin derinligine ve derecesine bagli olarak
degisiklik gostermektedir (Baktir, 2019). Yara iyilesmesinin bu fazi,
reepitelizasyon ve graniilasyon dokusu fazlarindan olusmaktadir. Repitelyalizasyon
fazina dokuda bulunan oksijenin seviyesinde azalma goriiliir. Sitokinler ve biiylime
faktorler salinmaya devam ettikge fibroblast hiicrelerinde artis ve yeni ekstraseliiler
matris ve olgunlasmamis Tip III kollajen iiretilmesini sebebiyet verir. Uretilen
kollajenin miktar arttikga gerilme kuvvetine karsi direng gelistirilmeye baslanmis
olur. Deforme olmus bolgenin kenarlarinda epitellesmeden sorumlu hiicrelerin
etkisiyle bolge etrafinda yeni onarilmig ylizey olusumunu tetikler. Yara

kontraksiyonununda fibroblastalarin miyofibroblastlara doniistiigi asamada



yaranin bulundugu bélgeye, dolayisiyla yaranin derinligine bagli olarak

gelismektedir (Berk vd., 2015).
2.1.3 Remodelizasyon

Proliferasyon asamasinin bitmesinin ardindan 21 giinliik bir remodelizasyon fazi
gerceklesir. Bu sathada yara bolgesindeki fibroblast miktarlarinda diistisler
meydana gelir. Bolgedeki kollajenin miktarindaki artis dengeye getirilir ve bir siire
sonra sabit tutulur, beraberinde epitelizasyon basamagi tamamlanmig olur.
Remodelizasyon kollajen bilesenlerinin tekrardan olusturulmasidir. Bu asamada
jelatin formda bulunan tip-111 kollajen yap1 degistirerek siki form olan tip-I
kolajenine doniisiir. 42 giin sonra yara yapisi yaranin olusumunun deforme olmadan
onceki haline gore giiciinlin ortalama % 90’1in kazanir. Bu asama yara tipine ve
kisinin saglik durumuna bagli olarak 6, 12 yada maksimum 24 aya kadar siirebilir.
Bu asamada zaman gectikce yaranin yapisi degisir, fiziksel olarak rengi soluklasir,

yaranin gerilim direncinde artig goriiliir ve skar dokusu olusumu meydana gelir

(Baktir, 2019).

2.2 Yara Yonetimi

Yara iyilesme silirecinde yara yOnetiminin amaci, iyilesmeyi hizli bir sekilde,
fonksiyonel ve estetik sonuglarla tamamlamaktir. Bugiine kadar yapilan tedavilerde
amag¢ yaranin kapatilmasi esasina dayanmaktadir. Tedavilerde tercih edilen
materyallerin ise iyilesme siirecinde etkisi olduk¢a azdi. Yapilan ¢alismalar ve
gelistirilen yontemler sayesinde yara iyilesmesinde gorevli ve iyilesme siirecini
engelleyici etki gdsteren hiicresel siireclerin daha anlasilabilir olusu, beraberinde
yara yonetimi siirecini sekillendirmistir. Gelistirilip elde edilen bilgilerle yara
malzemelerinin tasarimi ve fonksiyonelligi ¢ok fonksiyonlu olma ydniinde
gelismistir. Yaralar dogas1 ve 6zellikleri bakimindan benzer degildir, bireyin saglik
durumu, ortami ve enfeksiyonlarin tezahiirii gibi ¢esitli faktorlere bagli olarak
degismektedir. Sonug olarak, bir yara sargisinin sahip olmasi gereken o6zellikler
biiylik 6l¢iide yaranin tipine bagli olarak degismektedir. Bununla birlikte, baz1 ortak
Ozellikler yara oOrtiilerinde olmas1 gereken ozellikler arasindadir. Yara oOrtiilerinde

olmasi gereken temel 6zellikler Tablo 2.1° de gosterilmistir (Talikowska vd., 2019).



Tablo 2.1 Yara ortiilerinin 6zellikleri (Talikowska vd., 2019)

Fiziksel Kimyasal Teknolojik

Yara yataginda uygun | Biyouyumlu Ekonomik hazirlama
nemi muhafaza eder stireci

Su ve gaz gecirgendir Uygun bozunma hizi Yiiksek tekrarlanabilirlik
Yara bolgesinde | Toksik degil Mekanik kararlilik
eksiidalar1  ve  kam

emebilir

Mekanik koruma Enflamatuvar degil Kolay sterilizasyon

Yara tipine ve viicut | Alerjik degil Uzun raf dmrii

sekline uyum

saglayabilir

Enfeksiyoz ajanlara | Antimikrobiyal etki -

kars1 koruyucu/etkilidir

Tabloda belirtilen 6zelliklerin ¢ogu, iiretildikleri malzemelerin yap1 6zelliklerine
baglidir. Modern yara ortiilerinin elzem gereklilikleri arasinda biyouyumluluk,
sitotoksik etki olmamasi, antijenik veya inflamatuar uyar1 olmamasi, yeni doku
olusum hiziyla dogru orantili bir biyobozunurluk orani, dahil edilmis biyoaktif
bilesenlerin (ilaglar) salinmasi ve kontrollii ve istenen sekilde salim yapmasi bu
gerekliliklere 6rnek verilebilir (Talikowska vd., 2019). Yara ortiileri / doku
iskelelerinin ¢esitli yara tipleri i¢in; yarayr nemli tutmak, eksiidalari emmek ve
hiicresel dehidrasyondan kaginarak, kollajen sentezini ve anjiyogenezi tesvik
ederek 1yilesme siirecini hizlandirmasi gerekmektedir. Yara ortaminin sahip oldugu
nem kosullart ve kontrolii ile iyilesme orani etkilenmektedir, ortamda yeterli
diizeyde bulunan nem ile bolgeyi enfeksiyondan korumak ve bolgedeki agriyi
azaltmak mimkiindiir. Eksudalarin varligi yara iyilesme siirecinde dokunun
katmanlarinda ayrismaya neden olarak iyilesme siirecini olumsuz etkilemektedir.
Sahip olduklar1 olumsuz 6zellikten dolay1 eksudalarin yarayla uyumlu ve drenaj

kapasitesine sahip bir ortii ile ortamdan uzaklastirilmas: gerekmektedir. Bununla



birlikte, bolgede iyilesme siireci i¢in olmasi1 gereken hidrasyonu devam ettirmesi
onemlidir. Yaranin bulundugu bélgede nemi koruyabilme 6zelligine sahip ortiilerin
tercih edilmesi gerekmektedir, bu Ortiiler yaranin ortiiye yapigsmasini dnlemektedir.
Bu tip ortiiler degisimleri sirasinda agriy1 azaltacak sekilde etki gdstermektedir
(Agarwal vd., 2011). Kuru ¢esitte olan yaralar, buharlasma oram diisiik Ortiilere;
eksudali yaralar ise buharlasma orani yiliksek oOrtiilere ihtiya¢ duymaktadir. Bu
nedenle yarada kullanilacak olan ortiiniin s1vi emilimini ve salinimini dengelemesi
gerekmektedir. Ek olarak gelistirilen ortiiler, ortii materyaline absorblanmis ya da
eklenmis ilaclarin ve diger biyoaktif bilesiklerin serbest kalmasina izin vermesi
gerekmektedir. Ote yanda ortiiniin altinda s1v1 birikmesi maserasyona ve sonrasinda
enfeksiyon olusumuna neden olabileceginden, sivi buharlagsmasinin tamamen
siirlandirilmasindan kaginilmasi gerekmektedir. Bu nedenle yara Ortiisiiniin sahip
oldugu kemo-fiziksel (6r. gbzeneklilik, morfoloji) 6zellikler yara ¢esiti ve yaranin
sahip oldugu eksiidasyon derecesine bagli olarak ayarlanmasi gerekmektedir.

Ortii /iskele, yara bolgesinde kan dolagimini artirarak, iyilesmede grevli epidermal
hiicrelerin hareketini tetikleyen normal diizeydeki doku sicakligini sabit tutmasi
gerekmektedir. Oksijen, yara iyilesme siirecinde yer alan elzem bir etkendir.
Kandaki oksijen diizeyinin disiik oldugu kosulda, graniilasyonda ve
epitelizasyonda azalma meydana gelir ve yara iyilesmesi siireci engellenmektedir.
Bu nedenle, yara ortiilerinin gozenekliligi ve morfolojisi, yara bolgesinde nemi
muhafaza etme yetenegi, yara iyilesmesini hizlandirmak ve gelistirmek i¢in gerekli
olan ozellikler arasindadir (Abdelrahman vd. 2011).

Yara ortiilerinde olmasi gereken bir diger 6zellik de bulagict mikroorganizmalarin
kolonize olmasini dnleme veya yarada var olanlara savagsma yetenegidir. Saglikli
kisilerde, olas1 enfeksiyon durumlarinda bireylerin bagisiklik sistemi aktifleserek,
var olan enfeksiyonu onlemek igin makrofaj hiicreleri yara bolgesine gogiinii
indiikler ve ardindan patojenlerin fagositozunu gergeklestirilir. Eger bagisiklik
sistemi tam olarak aktiflesmez ya da herhangi bagka bir sebepten dolay1 patojenleri
ortadan kaldiramazsa, iyilesme basamagini enfeksiyon takip eder. Bu asamada
graniilasyon dokusu, biiylimede gorevli faktorleri ve ECM yapisinda bulunan
gorevli bilesenleri bozularak dogal yara iyilesme silirecine olumsuz etki

gostermektedir. Bu nedenle, gelistirilmesi hedeflenen ortiilerin yapisi, ilag ya da



etken saliminin kontrollii ve ayarlanabilir olmasi, tedavi edilmesi istenen bolgeye
ilacin ulastirilmasi i¢in uygun bir ortam saglamasi gerekmektedir (Simdes vd.,
2020). Yara ortiilerinde uygun fiyatlarda iriinii saglamak ve Ortiiniin degisim
sikligimi ayarlamak i¢in teknolojik etkenlerin varligi hesaba katilarak hareket
edilmelidir. Yeterli diizeyde ayarlanabilen raf omrii, kabul edilebilir mekanik
ozellikler ve bozunmadaki degiskenlik, topikal kullanim uygulamasi ve iyilesme

stireclerinin gerekliliklerini saglamasi gerekmektedir (Negut vd., 2020).
2.3 Kutanoz Leishmaniasis

Leishmaniasis hastaligi Leishmania cinsi kamgili protozoanlarin varliginda olusan
bir hastaliktir. Hastalik tropikal ve subtropikal olarak iki ana bolgelerde yaygin
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Avrupa, Afrika, ve Amerika'da olmak lizere ek
olarak 99 farkl: lilkede bulunmaktadir. Ancak, son zamanlarda hastaliga yakalanan
hastalarin %90'imdan fazlas1 Cezayir, Banglades ve Brezilya gibi on ii¢ iilkede
goriilmektedir. Her yil 0,9 ila 1,7 milyon kisinin yeni enfekte oldugu tahmin
edilmektedir, ancak bunlarin sayica az kisminda hastaligin gelismesi ve sonug
olarak 20.000-30.000 kisinin etkilenmesi beklenmektedir (Steverding, 2017).
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore Sekil 2.2°de Diinyada kutanoz Leishmaniasis
insidans1  gosterilmektedir. Son yillarda yapilan c¢alismalara bakildiginda,
cogunlukla kentsel doniisiimde gelisme, orman bolgelerine verilen zararlar, iklim
degisikligi ve insanlarin ¢esitli bolgelere gogili nedeniyle hasta sayilarinda ytikselme
goriilmektedir. Tropik Hastaliklar Aragtirma Programinin elde ettigi verilere gore
leishmaniasis, klinik siire¢ karmasikligi ve epidemiyolojik fazlalig1 sebebiyle
gilinlimiizde var olan en kritik alt1 endemik hastaliktan biri olarak kayitlara gecmistir

(Severino vd., 2022).
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Sekil 2.2 Diinyada kutandz Leishmaniasis insidansi

Parazit ile enfekte olan vakalar incelendiginde hastalik siirecinde herhangi bir
semptom gelistirmedigi gozlemlenmistir. Bu nedenle leishmaniasis terimi, parazit
ile enfekte olma durumu degil, bir Leishmania enfeksiyonu nedeniyle hasta olma
durumunu belirtmektedir. Leishmaniasis lezyonlarinin agrisiz olmasi, yaklasik bir
yil gibi zaman dilimleri i¢inde iz birakarak kendiliginden iyilesebilmesi, sistemik
komplikasyonlara ve 6liime neden olmamasi hastaligin toplum tarafindan kabul
edilmesine yol agmistir. Ne yazik ki, cogu iilkede, biiyiikk 6l¢iide taninmayan
vakalar, saglik hizmetlerine erisimin olmamasi veya yetersiz raporlama nedeniyle
hastalik insidans1 genellikle hafife alinmaktadir (Nzelu vd., 2019) fakat bunlarin
yaninda aktif lezyonu veya sikatrisi olanlarda depresyon, anksiyete ve yasam
kalitesinde azalma gibi sosyal ve psikolojik sorunlara yol agmaktadir (Kaya vd.,
2019). Leishmaniasis'in  klinik belirtileri, Leishmania tiiriine ve viriisiin
patojenligine, konagin beslenme yapisina ve bagisiklik diizeyine bagli olarak Klinik
durumuna gore degisim gostermektedir. Klinik degisim, kendiliginden iyilesme
gosteren bolgesel bir lezyondan, 6liim riski gosterebilen hastaliga ilerleyen vakalara
kadar degisebilmektedir. Klinik semptomlara bakilarak leishmaniasis,
makrofajlarin dermiste lokalize sistem boyunca enfeksiyonuna gore siniflandirilir.
Bu siniflandirma: visseral leishmaniasis (VL) veya kutandz leishmaniasis (CL) ve
mukokutandz leishmaniasis (ML) seklindedir. Her {i¢ farkli tip i¢in enfeksiyon
asemptomatikten yiliksek diizeye kadar degisim gosterebilir. CL ve ML 6nemli
morbiditeye neden olabilirken, VL formu yasami tehdit edici etki
gosterebilmektedir. CL genelde viicudun cevre ile etkilesim halinde olan yiiz ve

bacaklar gibi kisimlarinda iilser liretir. Bazen 200'e varan ¢ok sayida lezyon olabilir
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ve bunlar ciddi hasar veya sakatliklara neden olabilir. Ulserler iyilestiginde, her

zaman, Ozellikle kadinlar ve kiz ¢ocuklarinda kalici izler birakmaktadirlar.

Hastaligin ¢esitli sekillerde bulagmasi, disi tatarciklarin memelilerde kanla
beslenmesi ve konakg¢ida promastigotlart agilamasiyla gergeklesmektedir.
Promastigotlar makrofajlar tarafindan ¢evrelenmektedir ve 24 ila 72 saatlik bir siire
iginde amastigotlara doniismektedir. Makrofajlarin i¢indeki amastigotlar, fagositik
hiicrelerin pargalanmasinin baglamasina neden olana kadar hizli sekilde ¢ogalirlar.
Serbest kalan amastigotlar diger makrofajlari enfekte ederek donglyt
tamamlamaktadir. Diger bir durum ise bir bocek enfekte olmus bir konakeiy1
1sirabilmekte ve amastigotlar tarafindan parazitlenen makrofajlar1 yutabilmektedir.
Omurgasizin bagirsaginda bulunan amastigotlar, omurgali konak¢1 igin bulasict

olan promastigotlara doniistiiriillmektedir (Severino vd., 2022).

2.3.1 Kutanoz Leishmaniasis Mevcut Yara Tedavileri

Leishmaniasiste var olan tedaviler oldukca az olup, etkisizdir. Ilag gelistirilmesi ve
yeni tedavi yontemleri agisindan leishmaniasis en ihmal edilmis hastaliklardan biri
olarak karsimiza cikmaktadir. Mevcut antileishmanial ilaglarin ¢ogu yiiksek
derecede toksik etki gostermektedir, diren¢ sorunu vardir ve sistemik tedavi igin

hastanin hastaneye yatisin1 gerektirmektedir (Kaya vd., 2019).

Gilintimiizde kullanilan mevcut ilaclarin ¢ogu yiiksek toksisiteye neden oldugundan
leishmaniasis tedavisi olduk¢a karmasik ilerlemektedir. CL ve ML tedavisi igin
etkili bir topikal ila¢ formiilasyonunun gelistirilmesi gerekmektedir. Topikal ilag
formiilasyonlar1 ile gilinlimiizde mevcut alternatiflerin yiiksek maliyetlerinin
istesinden gelebilmektir. Sagladigi bir diger avantaj ilacin kendi kendine
uygulanabilmesidir ve beraberinde hastanin tedaviye uyumunu artirmasidir. Farkli
dozaj cesitleri, membranlar ve merhemler, kremler gibi semi kati formlari
icermektedir. Topikal uygulanan tedavi ile leishmaniasis ve ¢esitli
kombinasyonlarina geleneksel ilaglar i¢in yeni bir uygulama bigimi olarak ve ayrica
yeni maddeleri uygulamak i¢in kullanilmaktadir (Severino vd., 2022). Diinya
Saghk Orgiitii verilerine gore, Leishmania tiirii ne olursa olsun, antileishmanial
tedavi steril bir iyilesme siireci saglayamaz ve parazit zaman gectik¢e kisinin

viicudunda ortaya c¢ikabilmektedir. Tedavi alaninda tecriibeli saglik calisani
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tarafindan yapilmasi gerekmektedir. Cogu antileishmanial ilag enjekte
edilebilmektedir. Leishmaniasis hastaligin iyilesme siireci olduk¢a karmasiktir.
Tedavi ile ilgili literatiirde birgok ila¢ tanimlanmistir. Birincil tedavi, antimon
tuzlarma (Sb III) dayalidir. Bu tedavi yontemi yiiksek toksisitesi, siirli terapdtik
penceresi ve parazitlere karsi direnci, bazi1 ililkelerde kullanimlarinin smirl
olmasima neden olmaktadir. Var olan olumsuz O6zelliklere karsilik iyilestirilmis
tedavi potansiyeli ve daha az toksisite ile bes degerlikli antimonialler
gelistirilmistir. Antimonlar iyi tolere edilir, ancak enjeksiyonun hedeflendigi alanda
agr1, gastrointestinal disfonksiyon, kisinin kas kiitlesinde agri, e pankreatit gibi
cesitli yan etkilerin meydana gelmesinde etkili oldugu bulunmustur. Brezilya'da N-
metil glukamin antimonat (Glucantime®) Saglik Bakanlig1 kontroliinde hastalara
uygulanan ilactir. Onerilen Glucantime® dozu, intravendz ya da intramiiskiiler
kullanim yollariyla 20 ila 30 giin boyunca kesintisiz bir sekilde cocuklar ve
yetiskinlere uygulanmaktadir. Amfoterisin B ve pentamidin izetionat da pentavalan
antimonial ile tedavi basarisizliginda tercih edilmektedir. Amfoterisin B’nin
kullanim1 kalp damar hastaligi, karaciger hastalig1 ve nefropatisi olan hastalarda
onerilmemektedir. Tavsiye edilen dozu 1-4 mg/kg/giin olup, maksimum doza veya
toleransa ulasana kadar her giin intravendz olarak uygulanmasidir. Daha yakin
zamanlarda amfoterisin B, ticari olarak Ambisome® olarak adlandirilan, hidrojene
soya fosfatidilkolin, kolesterol, disteroil fosfatidil gliserolden olusan tek lamelli
keseciklere yiiklenmistir. Bu nanoteknoloji tabanli formiilasyonun ates, titreme,
tutukluk, uyusukluk, karaciger fonksiyon testlerinde hafif yiikselme, bobrek
fonksiyon bozuklugu ve kardiyopulmoner toksisite gibi istenmeyen etkileri
azaltmak i¢in yararli oldugu bulunmustur. Bu ila¢ visseral leishmaniasis ve
mukokutan6z leishmaniasiste etki gostermektedir. Pentamidin izethionate ayrica
iyi tolere edilir ve L. braziliensis'in neden oldugu ML'nin tedavisinde etkili oldugu
bulunmustur. Pentamidin izetionat, N-metil glukozamin antimonate yapisina zayif
etki ve AmB’'ye intolerans1 olan vakalarda tercih edilmektedir.Leishmaniasis
tedavisi i¢cin mevcut tedavi edici yaklasimlar, yiiksek diizeyde toksisite, diisiik
seviyede etkinlik, uygulamadaki zorluk ve parazitiklerin ila¢ uygulamalarindaki
direnci ile bilinmektedir. Farmakoterapi, tiir ¢esitliligine ve ¢ok sayida hastaliga

ragmen, birka¢ ilag secenegi ile ¢ogunlukla degismedigi gézlemlenmistir. Son
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zamanlarda leishmaniasis tedavisi i¢in diisilk maliyetli ve azaltilmis yan etkileri
korurken etkinligin 1iyilestirilmesine odaklanan yeni ilaglar gelistirilmeye
caligilmaktadir. Yakin zamanda yapilan bir caligmaya Ornek parazitlerin
canliliklarin1 devam ettirebilmeleri i¢in {istlendikleri mekanizmalara karsi etkili
olabilecegi diisiiniilen yap1 izopentil kafeattir. Bir diger ¢alismada ise Novais ve
digerleri (2021) koruyucu bagisiklik tepkilerini arttirmak veya asir1 kutanéz
enflamasyonu iyilestirmek amaciyla konakciya yonelik tedavilerin kullaniminm
tizerine, konakg¢iya 6zgii iletimin leishmaniasis tipine gore uyarlanmasini 6nerdiler.
Tablo 2.2°de kutandz leishmaniasis ve mukokutandz leishmaniasinin Kklasik

tedavisi i¢in kullanilan ilag 6rnekleri 6zetlenmektedir (Severino vd., 2022).

Tablo 2.2 CL ve ML'nin klasik tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan ila¢ 6rnekleri

flag Etki mekanizmasi Yan etkiler | Referansl
ar
N- Bir kompleks olusturan | Miyalji,
metilglukami | riboniikleositlerle baglanarak | karaciger
n antimoniat | topoizomerazlarin DNA | rahatsizliklar: | Carvalho

replikasyonu ve transkripsiyon | karm agris1 ve | vd., 2019
stirecindeki  islevlerini  yerine | kalp ~ damar
getirmesini  engeller;notrofillerin | rahatsizliklar
ve monositlerin fagositik etkisini
arttirarak konakc¢ida
proinflamatuar sitokinleri arttirir.

Patojenlerin yapisindaki plazma | Infiizyon Shirzadi

zarinin ergosteroh’i_ ile etkilesime | aninda ates ve vd.

girer, baglanir. Iyon go6zenek | titreme. 201’9. Al-
AmB- kanallar1 olusturarak hiicrelerin | Anemi, Khik;ini

deoksikolata |[islev bozukluguna neden olur. | nétropeni, ve

) o " vd., 2019
Gozenek  olusumu, glikolizin | karaciger
inhibisyonuna ve K+ ve Mg+ | enzimlerinde

iyonlarinin hiicreler iginde hizl | Ki aktivite
akisina neden olarak bu hiicrelerin | degisiklikleri.
asiditesinin artmasina ve

hiicrelerin 6liimiine neden olur.
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Tablo 2.2 CL ve ML'nin klasik tedavisi i¢in yaygin olarak kullanilan ila¢ 6rnekleri

(devami)

Ilag

Etki mekanizmasi

Yan etkiler

Referansl
ar

AmB

Amfoterisin B deoksikolat ile
aynidir, fark, yan etkilerin
azaltilmasmna yardimci olan ve
sadece hedef dokulara maksimum
konsantrasyon  ve  segicilikle
ulasmaya yardimci olan lipit
formiilasyonlariin eklenmesiyle
olur, ilacin serum konsantrasyonu
diisiik tutulmalidir.

Potasyum
magnezyum
kayba,
anafilaksi, ates.
Anemi ve
nefrotoksisite

ve

Falci
vd., 2015

Miltefosin

Sitotoksik
makrofajlari,  hiicrenin  sinyal
yolaklarmma etki ederek, lipit
zarinda degisimler gergeklestirme
ve programlanmis apoptozu aktive
eder. Ilacin kullaniminda patojen
yapinin hiicre zarina miidahale
etme, zarin lipit  yapisinin
gecirgenligini ve akiskanligini ek
olarak fosfolipitlerin  yapilarin
metabolizmasmma  etki  ederek
apoptozun uyarilmasinda gorev
alir.

etkiye sahip

Kiside  mide
bulantisi,
kusma
beraberinde
ishal, cilt
alerjisi, yiiksek
karaciger
degerlerinde
degisim
bobrek
yetmezligi.

ve

ve

Ribeiro
vd., 2019

Paromomisin

Protozoa  yapisinda  bulunan
proteinlerin sentezini inhibe eder.
30S ribozomal birimine baglanir
ve anormal ribozomal yapilarin
birikmesine neden olur.

Nefrotoksisite,
ototoksisite ve
karaciger
fonksiyon
bozuklugu

Kip vd.,
2018;
Santoz
vd, 2019

Azitromisin

Protein  iiretimininin  normal
yapisin1  Onleyerek ve bakteri
tiremesine miidahale ederek aktive
gosteren  bir  antibakteriyeldir.
Antiparazitik etkisi, sitokinlerin ve
proinflamatuar mediatdrlerin
dretimini aksi yonde etkileyen
immiinomodiilatér aktivitesi ile
iligkilidir.

Mide bulantisi,
kusma ve ishal

Amer
vd., 2016
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Konvansiyonel ilaglarin yenilik¢i formiilasyonlara (6rnegin, topikal kati dozaj
formlari, filmler ve membranlar, nanomalzemeler) yiiklenmesi, klinik sonuglar1
iyilestirmek, toksikolojik risk ve maliyetleri azaltmak ve nihai amag¢ hastalarin
yasamini ve tedavi silirecini daha kontrol edilebilir hale getirmeyi saglamaktadir.

2.3.1.1 Amfoterisin B (AmB)

Amfoterisin B deoksikolat, 1960'larin basindan beri mukozal leishmaniasis ve CL
¢ogu pentavalan antimon tedavi siireglerinde yasanan olumsuzluklarda i¢in birincil
basamak tedaviden sonra kullanilacak siiregteki tedavide tercih edilmektedir.
Leishmaniasis'in endemik olarak goriildiigii yerlerde sistemik ve renal toksisite,
maliyetteki fazlalik ve intravendz yontemin uygulanabilirligindeki zorluk yaygin
kullanimini engellemektedir. Daha diisiik seviyede renal toksisite etkisine sahip
lipit baglantili amfoterisin B iiriinlerinin kullanima girmesi daha yaygin kullanim
saglamaktadir. Diisiik cilt gecirgenligi nedeniyle leishmaniasis tedavisi i¢in yaygin
olarak kullanilan etkili bir ila¢ olan Amfoterisin B'nin (AmB) verilmesi i¢in etkili
bir sistemin gelistirilmesi, rahatsiz edici ve sorunlu enjeksiyonlarin yerini almasi

gerekmektedir.

Amfoterisin B, Streptomyces nodosus tarafindan {iretilen bir polien makrosiklik
antifungal yapida molekiildiir. Renal ve sistemik toksisitesi, fazla fiyat1 ve
leishmaniasis'in endemik goriildiigii bolgelerde uygulamadaki zorluklar nedeniyle

ajanin yaygin uygulamasi engellenmistir (Shirzadi vd., 2019).

Leishmaniasis tedavisinde siklikla kullanilan Amfoterisin B (AmB) gibi antifungal
ve antileishmanial ilaglara gelistirilen direng ve ilaglarin toksik 6zellik gostermeleri
tek basina kullanimlarimi sinirlamaktadir. Bu nedenle, yara iyilesmesini
hizlandirmak, ilaclarin yan etkilerini azaltmak ve biyoyarlanimlarii arttirmak
amaciyla AmB’nin gesitli ilag salim yontemleriyle ve sekonder metabolitler ile
kombine edilerek yara ortiisii seklinde kullanimini igeren alternatif tedaviler

tizerinde durulmasi gerekmektedir (Nemati vd., 2021).

2.4 Yara Ortiileri

Mevcut yara Orti malzemeleri, klinik sonuglara gore derecelendirilen
antimikrobiyal ajanlar, emiciler, tikayici, yapisma materyali ve debridman

ortlilerinin kullanimini igermektedir. Bir yara ortii malzemeleri, hayvansal, bitkisel
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ya da sentetik gibi farkli kaynaklardan fiziksel olarak yapilabilmektedir.
Gilinlimiizde yara ortiileri hidrokolloidler, hidrojeller, alginatlar ve poliiiretan
filmler/kopiikler, terapdtik maddeleri de iginde barindiran cesitli yara Ortiileri
formlarinda  iretilmektedir.  Glinimiizde  gelistirilen  farkli  6zellikteki
formiilasyonlar, onlar1 belirli 6zellikteki yara tipine uygun tedavi i¢in uygun hale
getiren farkl1 dzelliklere sahiptir. Ornegin, siingerler biiyiik gdézenekli bir yapiya
sahip olup yarada 1s1 yalitimi ve yara ortaminin nemli kalmasin1 saglarken mekanik
ozellikleri oldukca zayiftir ve ciltte maserasyona neden olabilirler. Siingerler
ticlincii derecedeki tahribata ugramis yanik tedavisinde veya kuru olusum gosteren
yaralarin tedavisi i¢in uygun bir segenek degildir. Bununla birlikte mevcut yara ortii
malzemelerine bir baska form olarak hidrojeller 6rnek verilebilir. Hidrojeller
polimerik yapilarindaki aglar i¢inde yiiksek miktarda su depolama kapasitesine
sahip olduklarindan yaraya nemli bir ortam saglarlar. Fakat zayif mekanik
Ozellikler  gosterdiklerinden dolayr devaminda ikinci bir uygulama
gerektirmektedirler. Bir bagka form olan hidrokolloidler ise tuzlu su veya steril su
ile kolayca uzaklastirilir yapida olup yapismaz, yiiksek yogunluklu ve agrisiz yara
ortiileridir. Ancak sitotoksik olma, hos olmayan kotii koku yayma ve diisiik
mekanik stabilite gibi baz1 dezavantajlari vardir. Yara ortiisii olarak tiretilen filmler
ise bakteri gecirmez, iyilesme siirecine izin verir ve kiside agriya neden olmaz. Bu
ve benzeri yara ortiilerinin kullanim1 zordur, yarali bdlgenin yiizeyine yapisir ve
eksudanin artisina neden olur ancak bu gibi dezavantajlar ¢esitli modifikasyonlarla

degistirilebilir ve gelistirilebilir (Gwarzo vd., 2022 ; Simdes vd., 2018).

Membranlarin 6zellikle elektro egirme yontemiyle elde edilen membranlarin, dogal
ECM’nin {i¢ boyutlu yapisinin yeniden liretiminin yani sira fiziksel koruyucu bir
bariyer gibi hareket ettigi bilinmektedir. Yapilarin sahip olduklarn yiiksek
diizeydeki yiizey/hacim oranlar1 ve birbirine bagl olusan gézenekler, hiicrelerin
cogalmasini, yapida gaz degisimini, besin gereksinimlerini saglamak ve sivi
kaybinit kontrol etmek i¢in c¢ok Onemlidir. Membran kullanimiyla ilgili ana
dezavantajlar, iretimlerinde kullanilan  malzemeler ve  c¢oziiciilerden

kaynaklanmaktadir (Simdes vd., 2018).

Ek olarak, yukaridaki stratejilerin tlimii yaraya nemli bir ortam saglamada basarisiz

olur ve ¢ikarma sirasinda hastada agriy1 artirmaktadir. Giinlimiizde, antibiyotikler
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gibi terapoOtik ajanlar, nemlendiricilerin yani sira, etkilenen cilt bodlgesinin
hidrasyon seviyelerini korumak, yara iyilesme siirecini hizlandirmak ve mikrobiyal
enfeksiyonu dnlemek icin bandaj sargisina dahil edilmektedir. Giinlimiizde kadar
cok islevli yara oOrtiileri olusturmak icin cesitli ileri teknolojilerle yapay
malzemelerin liretilebilecegi bir hale gelmektedir. Uygun modern yara ortiilerinde
olmas1 gereken temel iki 6zellik: hizli sekilde kanamay1 durdurma 6zelligi ve i1yi
antibakteriyel 6zellik gostermesidir. Bir yara Ortlisiinde amag, hizli hemostaz
ozelligi gostermesi ve yara gevresindeki bakterilerden kaynaklanan enfeksiyonlari

onlemek i¢in iyi bir antibakteriyel 6zellige sahip olmasidir (Gwarzo vd., 2022).

Kronik seyirli iyilesmeyen yaralarla yasanan semptomlar, mevcut yara
tedavilerinin sinirlamalari ile birlikte, yeni terapdtik miidahalelerin gelistirilmesine
ve ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir. Nanoteknoloji, yara iyilesmesinin farkli
asamalarinda nanomalzemelerin etkilesimi ile kronik yaralarin iyilesmesini
hizlandirmak icin benzersiz ve alternatif yaklasimlar sunarak etki etmeye
calismaktadir. Cildin yapisinin ve fonksiyonunun tamamen yenilenmesi ve
restorasyonu, yara izi birakmadan veya ¢ok az iz birakmadan yara iyilestirme
arastirmalarinin hedefi olmaya devam etmektedir. Yara iyilesmesi i¢in kullanilacak
olan malzemelerin, yara kapanmasinin desteklenmesi, yara eksudasi ile uygun
etkilesim, kabul edilebilir mekanik performans (6rn. giig, sertlik ve dayaniklilik) ve
biyouyumluluk gibi bir¢ok yeni yaklasimin sergileyemedigi spesifik 6zelliklere
sahip olmas1 gerekir. Bu gereksinimlerin karsilanmast amaciyla yeni
nanoteknolojik yaklagimlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Gelistirilen yaklagimlar
ile nanometre boyutta diizeni (1-100 nm) igeren nanoteknolojik yontemler ve
cithazlarla birlikte var olan sistemlerin aksine benzersiz 0Ozellikler sunar
malzemeleri igermektedir. Ornegin, nano boyutlu malzemeler, ilaglarm verimli bir
sekilde kapstillenmesini ve kontrollii salim kinetigini miimkiin kilan daha yiiksek
bir yiizey alan1i / hacim oranimni kolaylastirmaktadir. Nanometre araligindaki
malzemelerin hedefle (6rnegin bir zar reseptorii veya bir i¢ hiicresel bilesen)
karsilagsma olasilig1 yiiksek olmaktadir bu da yara bolgesi ile daha iyi bir baglanti
saglayarak hiicresel davranisi etkilemektedir. Ek olarak hidrofobiklik, yapinin

ylizey yiikii veya yapinin pargacik boyutu gibi malzemelerin fizikokimyasal
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Ozelliklerde degisim daha kolay olmaktadir. Bu sistemler ekstraseliiler matriksi ya

da diger hiicresel yapilar taklit edecek sekilde ayarlanabilmektedir.

Piyasada var olan yara iyilesmesini kolaylastiran ¢esitli yara ortiilerine gore farkl
olarak nanofiber, benzersiz yapilar1 ve fiziksel ve mekanik 06zelliklerinin
ayarlanabilirligi nedeniyle 6ne ¢ikmaktadir. Cok yonliiliikleri ve kolay iiretim
siireci, karmasik yara iyilesme siireci i¢in istenen 6zelliklere sahip malzemelerin
elde edilmesini kolaylagtirmaktadir. Yiiksek ytlizey alani, homojen ilacin dagilmasi,
nano yapidaki yliksek diizeyde ilag¢ ylikleme kapasitesi ve ilaci kontrollii salim ile
ilag tasiyic1 sistem Ozelliklerini tasimast yapiyr tercih edilebilir kilmistir.
Nanofiberlerin saglikli cildin ECM kolajen veya elastin fiberlere benzerligi, fiber
yapilara yapisan, yara yatagini gecen ve hasarli dokunun yenilenmesin, yaranin
kapanmasina yardimci olan fibroblastlar ve keratinosit yapilar i¢in ek destek etkisi

gostermektedir (Akhmetova ve Heinz, 2020).

2.4.1 Antimikrobiyal Aktivite Gésteren Yara Ortiileri

Acik bir yara, mikrobiyal kolonizasyon i¢in uygun bir ortam saglamaktir. Enfekte
olmus vyaralar incelendiginde c¢ogunun polimikrobiyaldir yapida oldugu
goriilmiistiir. Cevrede bulunan patojen yapilar, mukoza zarlarinda bulunan endojen
mikroplar, bitisik deride bulunan mikroflora tarafindan kontamine edilmektedir.
Kronik yara baslangicinda olusumunun ilk safhalarina bakildiginda gram pozitif
organizmalar, Ozellikle Staphylococcus aureus baskin olmaktadir. Sonraki
asamalarda, gram negatif Escherichia coli ve Pseudomonas tiirleri gézlenmektedir.
Bu tiirler derinin ¢ok daha alt katmanlarina gecerek ciddi doku hasarina neden
olmaktadir. Giiniimiizde deri yaralarinin bakteriyel kontaminasyonu yliksek
morbidite ve mortaliteye sahip oldugu goriilmektedir. Bu saglik soruna ¢dziim
bulmak, yara bolgesinde olusacak olan kontaminasyonunu engellemek amaciyla
antimikrobiyal etki gdsterecek yara ortiileri gelistirilmektedir. Giiniimiizdeki yara
ortiileri, farkli yapidaki malzemelerden (sentetik (dogal olmayan) veya dogal) ve
cesitli fiziksel sekil ve formlarda (siingerler, hidrojeller, hidrokolloidler vb.)
iretilmektedir. Bu farkli yap1 ve o6zellikteki formiilasyonlar, onlar1 ¢esitli yara

tiplerinin tedavisi i¢in tercih edilmesine neden olmaktadir.
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Bugiline kadar yapilan ¢alismalarda yara iyilesmesinde kullanilacak olan ortiilerin
antimikrobiyal oOzelliklerini gelistirmek i¢in yapilarina farkli maddeler dahil
edilmistir. Bu antimikrobiyal ajanlar temel olarak tetrasiklin , siprofloksasin |,
gentamisin vb. gibi antibiyotikleri, giimiis nanopartikiil gibi ¢esitli nanopartikiilleri,
bal, esansiyel yaglar ve kitosan gibi dogal {irtinleri i¢ermektedir. Karmasik siireg
olan yara iyilesmesinde tam yara iyilesmesi ve skar ile yara iyilesmesindeki

asamalarin sematik bir temsili Sekil 2.3°'de gosterilmektedir (Simdes vd., 2018).

Pihty Granillasyon —

Platelet

Reaktif serbest
oksijenler

Sekil 2.3 Tam yara iyilesmesi ve skar ile yara iyilesmesi

Agik yara, bakteriyel kontaminasyona kars1 savunmasizdir. A¢ik yara, uzun bir
inflamatuar faz ve ekstraseliler matriksin bozulmasinda etkili olan
metaloproteinazlarin ekspresyonunun diizeyinin artmasina neden olmaktadir.
Iyilesme siirecinde ortamda olusabilecek enfeksiyon yeni graniilasyon dokusu
olusumunu engellemektedir. Antimikrobiyal oOrtii yara yatagini tedavi etmek i¢in
kullanildiginda, c¢evreden patojenlerin yaraya girmesini Onlemek veya istilact
mikroorganizmalart dldiirmek i¢in fiziksel bir bariyer gorevi {stlenir.
Antimikrobiyal pansuman Ortii, bagisiklik sistemini ve fibroblast keratinosit

go¢iinii uyararak iyilesme siirecini desteklemektedir (Simdes vd., 2018).

2.5 Yara iyilesmesi Icin Tasarlanms Iskeleler ve Uretim

Yontemleri

Giiniimiizde klinik uygulamalarda kullanilan tipik olarak gazli bezler, emici pamuk,

bandajlar gibi yara ortiileri maliyet a¢isindan uygun olup ekonomik olsalar da, basit
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bir fiziksel koruma saglayabilirler ve yara iyilesme siirecini etkilemede ve
enfeksiyonlar1 tedavi etme agisindan istenilen yeterli diizeyde etkinlige sahip
degillerdir. Doku miihendisligi ve tip arasindaki multidisipliner baglanti
miihendislik, biyoloji ve malzeme biliminin boliimlerini icermektedir. Bu alanlarin
varligiyla yapilan caligmalar, organlar ve doku rejenerasyonu i¢in uygun
alternatiflerin gelistirilmesi ile sonuglanabilmektedir. Doku miihendisligi yara
iyilesme siireclerinde yara yonetimi diizenlemek {zere alternatif tedaviler
gelistirerek, doku iskelelerinin tanitilmasi gibi gesitli ¢oziim dnermistir. Iskeleler,
ti¢ boyutlu yapilar, sadece doku olusumunu desteklemekle kalmayip, ayn1 zamanda
yaray1 dis etkenlere bagli olarak olusabilecek kontaminasyonlara kars1 da bir "¢it"
gorevi istlenmektedir. Yara ortiileri yara iyilesmesindeki hiicre adezyonu,
cogalmasi ve farklilagsmasi gibi fizyolojik ara siirecleri baslatmak amaciyla diger
hiicrelerle fiziksel destek ve iletisim saglamaktadir. Iskelelerin morfolojik yapilart
gbzenekli ve biyouyumlu olmalidir, ¢iinkii hiicrelerin yapigsmasi ve yapisi geregi
sahip olduklar1 aglar1 boyunca hareket etmesi gerekir. Yara iyilestirme
tedavilerinde kullanilmasi planlanan doku iskelesi tasarlarken bu ozellikler g6z
onlinde bulundurulmali ve {iiretimini diisik maliyetlerle, yiiksek iiretkenlikte
tutulmas1 gerekmektedir (Rubio-Elizalde vd., 2019). Yara iyilesme siirecinde
tedavi amaciyla kullanilacak iskelenin cesitli islevlere yardimci olmasi
beklenmektedir. Hedeflenen yara ortiilerinin hiicrelerin ve farkli biyokimyasal
faktorlerin tasinmasinda ve tutulmasinda destek saglamasi, uygun hiicre
baglanmasin1 ve gogiinii kolaylastirarak hiicrelerin etkilesime girmesine ve
baglanmasina izin vermesi, hayati hiicre besinlerinin ve salinan {riinlerin akisina
izin vermesi ve mekanik ve biyolojik uyaranlar uygulayarak hiicrelerin davranigini
degistirmesi gibi Ozelliklere sahip olmasi beklenmektedir. ECM benzeri mikro
ortam1 taklit etmesi de istenilen Ozellikler arasindadir. Yara oOrtiisli iiretiminde
kullanilan teknikler, elde edilen doku iskelelerinin 6zellikleri lizerinde biiyiik bir
etkiye sahiptir. Ranjna C. Dutta ve ark. (2019) yara ortiisii liretiminde tercih edilen
bu teknikleri geleneksel ve gelismis olarak siniflandirdilar. Tablo 2.3’de iskele

tiretiminde kullanilan yontemler gosterilmektedir (Negut vd., 2020).
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Tablo 2.3 Iskele iiretiminde kullanilan ydntemler

Geleneksel Avantajlar Dezavantajlari Ref.
Solvent Gozeneklilik ve Kalint1 ¢oziiciilerin Dutta. R.C
dokiimii/partik | kristallik tizerinde varhigi ve yeterli o
il lici kontrol. Minimum seviyede mekanik vd.,2019
malzeme. ozellik
(PU, PCL, PLA) gostermeme.Birbirine
bagli olmayan
gbzenekler
Ekstriizyon Gozeneklilik izerinde | Macunlar/paletler ve Davila
kontrol 3D doku ucucu ¢oziici. Yiiksek ’
iskeleleri elde sicakliklar veya basing JL.wvd,
etme(PCL, PLA gerekmekte. 2016
Kalsiyum fosfatlar)
Kaliplama Gozeneklilik lizerinde | Sekilsiz polimer i¢in Eberli 201
control (HA, PLGA yiiksek sicaklik '
Jelatin) 0
Dondurarak Yiiksek sicaklik ve ayr1 | Diger yontemlere gore Dutta. R.C
kurutma lic asamas1 zorunlu daha diisiik L
degil (PLGA PGA) | gozeneklilik vd.,2019
Gaz kopiirmesi | Organik ¢oziiciiler Sinirli mekanik Dutta. R.C
icermez ve gozeneklilik | 6zellikler ve zayif L
iizerinde kontrol saglar | gézenek baglantisi vd.,2019
Kaynasmis Gozenek boyutu, yiizey | Sicakliklarin Tsai. W.C
biriktirme morfolojisi ve baglanti | hiicrelerin ve- U
modelleme tizerinde kontrol 10-50 | biyoaktif molekiillerin vd., 2019
mm/s dogrusal baski maruz kalabilecegi
hizina sahip olabilmesi | sicakligin iistiinde
olusu.
Elyaf Yiiksek yiizey/hacim Kullanilan sicakliklar Dutta. R.C
yapistirma orani ve yiiksek genellikle hiicrelerin L
gozeneklilik (PGA) | veya biyoaktif vd. 2019

molekiillerin dahil
edilmesi i¢in ¢ok
yuksektir.
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Tablo 2.3 iskele iiretiminde kullanilan yéntemler (devami)

Gelismis Avantajlar Dezavantajlari Ref.
Hizli prototip | Geometri ve gozeneklilik | Bazi polimerlere Dutta
olusturma iizerinde miikemmel smirlt uygulama ve '
- 3B ¢izim control (PCL, PLGA, pahal1 ekipman R.C
- 3B baski PVA, PEEK, PDLLA) | kullanimi vd.,2019
-Stereolitografi
-Secici lazer
sinterleme

Gozeneklilik ve kristallik | Elyaf kalinligi ile Dutta
Elektroegirme | lizerinde kontrol; liflerin | gdzenek boyutunun R.C '

¢ap1 ve yonl manipiile azalmasi vd. 2019

edilebilir (PCL, Kollajen, b

PLA, EVOH

Kitin)

Polimerizasyon iizerinde | Biyolojik duyarl Tsang

mekansal ve zamansal molekiiller bozunabilir '

kontrol, oda sicakliginda | Sinirli malzeme V.L vd,
Yerinde veya fizyolojik secimi 2004
fotopolimerizas | sicakliklarda hizli Iskelelerin smirl
yon sertlesme oranlar1 (< bir | mekanik 6zellikleri

saniye - birka¢ dakika)

ve minimum 1s1 tiretimi

hidrojeller yerinde sulu

onctilerden

olusturulabilir Karmasik

sekiller olugturmak

(Poliiiretan, PEGMA,

PHBV

Poliakrilamid)
Yiiksek i¢ fazli | Iyi gdzenek morfolojisi | Yiiksek islem Nguyen
emiilsiyon (Biyobozunur sicakliklar KT
(HIPE) polimerler) Sinirlt sayida polimer vd. 2002
Kendi kendine | In vitro kiiltiirlerle Pahali malzemelerin Nguyen
birlesen uyumlu kullanimi KT ’
peptitle Peptitler, karmasik Iskele boyutu sinirlidir vd.,2002

mimarilerde (lifler,
tabakalar, kiireler)
birlestirilebilir (RAD16-
I, RAD16-1,EAK16-
I1,KLD12)
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2.5.1 Elektro-Egirme

Elektro-egirme, dogal ve sentetik polimerlerden mikro ve nano boyutlarda fiber
elde etmek icin kullanilan bir yontemdir. Sekil 2.4’de Elektro-egirme kurulumuna
ait tasarim gosterilmektedir (Bombin vd., 2020). Elektro-egirmede, metalik kiit
uclu ignenin ug¢ noktasindan ekstriide edilen viskoelastik sivi damlaciga yiiksek
diizeyde voltajh bir pozitif yiik uygulanmaktadir. Elektrik yiikii damlacig1 polarize
ederek, Taylor konisi olarak bilinen ~49.3° yar1 dikey a¢ili konik bir seklin
olusmasina yol agmaktadir. Elektrik alan ve olusan Taylor konisi ile birlikte bu
ortamda polarize olan damlacigin lifler olusturmak iizere firlamasma yol
acmaktadir. Elektrik alan etkisinde damlaciklar fiberler olusturmak iizere anot
tizerinde toplanmaktadir. Elektro-egirmede fiberlerin morfolojisi ve mekanik
ozellikleri, uygulanan voltaj, besleme hiz1 ve igne ucu toplayict mesafesi gibi islem
parametreleri, ¢ozelti viskozitesi, ¢oziicii uguculugu, polimer molekiiler agirlig: ve
cozelti iletkenligi gibi sistem oOzellikleri ve c¢evre kosullar1 tarafindan

yonetilmektedir (Memic vd., 2019).

Elektro-egirme Sistemi

Anot ug / Plaka

Pompa
Sistemi

Gug
Kaynagi
Ayarlanabilir Kontrol
mesafe Yiksek Voltaj
Kaynagi

Sekil 2.4 Elektro-egirme kurulumunun tasarimi
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Uyarlanabilen ve fonksiyonlar1 zenginlestirilebilecek esnek Ozelliklere sahip
nanomalzemeler olan membranlar, tibbi uygulamalara alternatif terapotikler olarak
ortaya ¢ikmaktadir. Tibbi bir yara ortiisii olarak kullanilabilecek duyarli bir ag
olusturmak i¢in yiiksek bir elektrik alani kullanilarak elektro egirme yontemi
kullanilarak nanofiber aglar olusturulabilir (Bombin vd., 2020). Elektro-egirme;
kritik bir elektrik alan yogunlugunun tlizerinde itici elektrostatik kuvvet ile ¢oziicii
buharlagsmasindan sonra topraklanmis bir toplama metal ekrani iizerinde nanofiber
bir mat olusturan yiiklii bir polimer siv1 jeti piiskiirtme yoluyla ylizey gerilimini
yenerek olusturulan nanofiber iiretimini gergeklestiren bir yontemdir (Ghosal vd.,
2020).

Elektro-egirme ile iiretilmesi hedeflenen fiberlerin ¢apt mikrondan nanometre
Olcegine kadar degismektedir. Olusturulan fiberler dogal olarak rastgele bir ag
mikro yapisina, yiiksek spesifik yiizey alanina ve gbzeneklilige sahiptir. Yara
malzemesi hazirlamak i¢in kullanilan bilesenler c¢esitlendirilebilir ve yara
iyilesmesine faydali ¢esitli ilaglarin tasinabilmesi saglanabilmektedir (Nanditha ve
Kumar, 2022). Elektro-egirme islemiyle, deride var olan ECM'ninkine benzer
morfolojik, mimari 6zelliklere sahip nanofiber bir yap iiretilmektedir. Bu yontemle
olusturulan iskele, yapisinda bulundurdugu polimer nanofiberlerin zamanla
bozunmasi hiicrelerin ¢ogalmasina ve kendi ECM'lerini iiretmesini tesvik eder
(Chong vd., 2007). Ayrica bu sagladigi ozellikler ile birlikte elektro egirme ile
iiretilen fiberlere biiylime faktorleri, vitaminler, antibakteriyel ajanlar ve gesitli
benzer biyoaktif maddelerin dahil edilmesi yara iyilesme siirecini olumlu yonde
etkileyebilmektedir. Fonksiyonellestirilen yara ortiilerinden aktif maddelerin yavas
salimi1 sadece enfeksiyonu durdurmaz, ek olarak yara iyilesmesini ve dokunun
yeniden olusumu ve sekillenmesini de hizlandirarak etki gostermektedir (Wang vd,

2020).

Sonug olarak elektro egirme yontemiyle, var olan sargilarin sahip olduklar1 ¢esitli
simnirlamalarin  listesinden gelebilecek 6zelliklere sahip nanofiber Ortiiler
tiretilebilmekte ve 6zellikle tiretilen bu nano boyuttaki fiberler yapis1 geregi yarali
bolgede maksimum uyum gostererek, cesitli terapotiklerin kontrollii ilag dagitima,

uygulandig1 alanda gaz degisimi, yara Ortiisiiniin kullanildig1 bolgede biyolojik
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aktivitesini arttirmak amaciyla eksiida emilimi ve bunlara ek olarak yiizey
islevsellestirme gibi bircok Ozelligi karsilayarak yara iyilesme siirecinde gorev

aldig1 bildirilmektedir (Bombin vd., 2020).

Fiber bandajlar ve membranlar dogal ECM yapisim1 kismen taklit etme
yeteneklerinden dolayi, geleneksel bandajlara nazaran daha tercih edilebilir yara
bakimi saglamaktadir. Dogal yapiy1 taklit etme durumu, olusturulan fiber yapidaki
membranda fibroblastin tutunmasini, biiyiimesini ve gogiinii kolaylastirmaktadir.
Sonug¢ olarak yara bolgesinde cilt dokusunun yenilenmesini destekleyerek etki
gostermektedir. Diger alternatif nanofiber iiretim yontemleri ile kiyaslandiginda
elektroegirme, ayarlanabilir 6zelliklere, bilesimlere, sekillere ve boyutlara sahip
cok cesitli malzemelerden olusan fiber iskeleler elde edilmesini saglamaktadir.
Elektro-egirme optimize edilebilir parametreleri ile ayarlanabilir dogrudan
uygulanabilir bir teknik olarak avantaj saglamaktadir. Bu avantajlar,
arastirmacilarin dogal doku mikro ortamini taklit edebilen ve yara bolgesini daha
iyl tedavi edebilen yara pansuman malzemeleri olusturmak i¢in elektroegirme
kullanmalarina izin vermektedir. Elektro-egirme ile elde edilen fiberlerin oldukga
birbirine bagli goézenekli yapisi, oksijene niifuz etmelerini, yara eksudasi
emmelerini, sivilart  degistirmelerini  ve yara bolgesini dehidrasyondan

korumalarin1 saglamaktadir.

Gelismis biyoaktif yara ortiileri, yaradaki enfeksiyon gibi istenmeyen etkilere
neden olmadan yara bolgesinde iyilesmeyi artirmak i¢in genellikle kontrolld,
yaraya Ozglin iizerine terapotik ajanlarin salinmasinmi gerektirmektedir. Elektro-
egirme, ilaglart ve diger biyomolekiilleri yiiklemek i¢in cesitli yaklagimlar
saglamaktadir. Elektro-egirme ile yapilan iskeleler, ayarlanabilir bozunma ve ilag
salim oranlar1 gibi kontrol edilebilir fiziko kimyasal o6zelliklere sahip olarak
olusturulabilmektedir. Olusturulmasi1 hedeflenen fibere biyoaktif maddeler elektro-
egirme sonrasinda ya da elektro-egirme sirasinda iskelelere dahil edilebilmektedir

(Memic vd., 2019).

26



2.5.1.1 Eletro-Egirme Yontemiyle Uretilmis Yara Ortiileri

Elektro-egirme ile edilen nano yapilar biyoalgilama, doku miihendisligi, ilag
tasiyici-dagitict ve yara iyilesmesi dahil olmak {izere bir¢ok biyomedikal iiretim-
uygulamalarda gii¢lii potansiyel ve etki gdsteren yeni bir malzeme ¢esidini temsil
etmektedir.ECM, esas olarak gliko proteinler, proteoglikanlar ve hiicrelere destek
saglayan diger kiiclik molekiillerden olusan heterojen bir fibriller ag orgiisiinden
olusan doku ve organlarin her yerinde bulunan hiicresel olmayan bir bilesenidir.
Ancak ekstraseliiler matriksin rolii sadece yapisal degil, ayn1 zamanda islevseldir.
Hiicrelerle siirekli iletisim halinde olan, ylizey reseptorleri ile etkilesime giren ve
hiicre yapismasi, gocii, farklilagsmasi, biiylimesi, apoptoz, vb. gibi cesitli temel
stireclerde yardim saglayan 6zel bir mikro-¢evre olusturur ve bu nedenle yara
iyilesmesinde rol oynamaktadir. Nanolifler genellikle stokastik hizalanma
gosterirler, bu da onlart ECM'nin dogal nanofiber agina benzetmektedir. Ayrica,
nanoliflerin yiiksek yiizey alani, yilizeyin kimyasal islevsellestirilmesine, verimli
stvi emilimine ve yara iyilesmesini artirabilen antimikrobiyaller veya biiylime
faktorleri gibi kapsiillenmis farmasdtiklerin ila¢ dagitimina izin vermektedir.
Yiiksek etkili ylizey alani ile birlikte kiigiik bosluklar, nanoliflerin hemostazi
desteklemesini saglamaktadir. Nanoliflerin yliksek yilizey gozenekliligi, yara
boyunca gaz aligverisine izin vererek kurumayi ve dehidrasyonu onlemektedir.
Ultra ince liflerden olugan malzemeler, tibbi yara malzeme tasariminda ¢cok dnemli
olan karmasik 3D malzemelere gore yaranin konturuna daha iyi uyum
saglayabilmektedir. Normal kosullardaki saglikli bir ciltte, kolajen fibril yapilar
sepet dokulu bir yap1 olusturur ve bu nedenle elektro egrilen nanofiberlerin 6zel

diizenlemesi yara 1yilesme siirecini etkilemektedir (Bombin vd., 2020).
2.6 Yara Ortiilerinde Sik Kullanilan Polimerler

Yapilan ¢aligmalar incelendiginde antibakteriyel nanofiberleri tiretmek i¢in en ¢ok
kullanilan polimerler: PCL (polikaprolakton), PLA (polilaktik asit), PLGA
(poli(laktik-ko-glikolik asit)), PVA (polivinil alkol) ve kitosandir. Caligmalarda
kullanilan polimerler toksik olmama, iyi mekanik oOzellikler gosterme,
biyouyumluluk ve biyobozunurluk gibi dogal 6zelliklere sahiptir. Antibakteriyel

nanofiberlerin {iretiminde antibiyotikler, triklosan, klorheksidin, kuaterner
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amonyum bilesikleri (QAC'ler), biguanidler, giimiis nanopartikiiller ve metal oksit
nanopartikiiller — gibi  yaygin  antibakteriyel = malzemelerin  kullanildig1
bildirilmektedir. Zhang ve ark. (2020), antimikrobiyal mat ve yiizeyi gelistirilmis
Raman sacilimi substrati olarak giimiis nanoparcacik gomiilii ve elektro-egirme ile
iiretilmigbpolivinil alkol (PVA) nanofiberleri rapor etmislerdir. Bu nanofiberler
hem Gram-pozitif Staphylococcus aureus hem de Gram-negatif Escherichia coli
mikroorganizmalarina  karst iyl  antibakteriyel  aktiviteler — gosterdigi
gbzlemlenmistir. Baska bir ¢alisma, elektro-egirme yontemi ve mikrodalga destekli
prosesin konjugasyonu yoluyla poli (vinil alkol) (PVA) nanotel matlara yiiklenmis
gilimiis nanopartikiillerin (Ag NP'ler) liretimini gostermektedir (Nguyen vd., 2010).
PVA yiikli Ag NP'lerin ¢esitli diizeyde i1smmlama siirelerinde antibakteriyel
aktivitesi Staphylococcus aureus ve Escherichia coli iizerinde test edilmistir,
bakterilerin gelisimlerinin engellemesinde etki ettigi gézlemlenmistir. Baska bir
calismada fotodinamik tedavinin antibiyotiklere ve metal bazli ajanlara baska bir
tercih olarak kullanildig: belirtilmektedir. Biyouyumlu 6zellik gosteren kitosan ve
ikinci nesil bir fotona duyarlilastiricidan olusan bir elektro-egrilmis mat tiretilmistir
(Severyukhina vd., 2017). Isiga duyarlilastiricinin varligindan dolay1 hazirlanan
malzeme, Staphylococcus aureus'a karsi gosterilen 1s18a bagli ve bulundugu
ortamsal sinirli antimikrobiyal aktivite sergilemektedir. Dogal kaynakli fenolik
grup kafeik asit (CA) igeren yeni poli(3-hidroksibiitirat) (PHB)/poli(etilen glikol)
(PEG) bazli fiber yapidaki malzemelerin iiretilmesine odaklanan baska bir
calismaya Ornektir (Ignatova vd., 2016). Hedeflenen igerige sahip malzemeler,
aljinat (Alg) bileseni ek olarak N, N,N -trimetilkitosan (TMCh) polielektrolit
kompleksi ile kaplanarak elde edilmektedir. Matlarin mikrobiyolojik
degerlendirmesi ve MTT hiicre canlilig1 caligmalari, ¢iplak matlarin aksine CA
iceren nano fiber materyallerin Staphylococcus aureus ve Escherichia coli'nin
biiylimesini inhibe etmede etkili oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Yiiksel ve ark. bir
antimikrobiyal peptit 6zellik gdsteren magainin II bileseninin (Mag II) PLGA ve
PLGA/jelatin elektro-egrilmis fibréz yapidaki membranlar {izerinde kovalent

olarak immobilize edilebilecegini gostermistir (Yiiksel vd., 2014).
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2.6.1 Kitosan (CS)

Kitosan belirli mantar tiirlerinde (Mucoraceae) bulunan lincer yapida polimer
cesididir. Kimyasal olarak -(1-4) glikosidik baglar yoluyla baglanan glukozamin
ve N-asetilglukozamin monomerlerinden olusmaktadir. Sekil 2.5’de Kitin ve
kitosanin kimyasal yapis1 gosterilmektedir. Kitin polimerinin tamamen N-
asetillenmis yapisi, karides, 1stakoz ve yenge¢ ve kabuklu tiirlerin dis iskelet
yapisindan elde edilmektedir. Kitin kismi olarak deasetillenerek, kitosan (CS)
yapisini kimyasal olarak dontistiiriilmektedir. Kitinin bir deasetilasyon formu olan
Kitosan, serbest amin grubunun asitle kolayca etkilesime girmesi sayesinde diisiik
pH'l1 bir ¢zeltide ¢oziinerek bir jel olusturabilmektedir. CS'nin saf suda ¢oziintirliik
gostermemesi kozmetik sanayi, ilag sanayi ve gida endistrisi gibi alanlarda
kullanimin1 siirlamaktadir. Bu 6zellikten dolayr CS'nin saf sudaki ¢oziniirligi
tyilestirilmelidir ve bdyle bir konu birgok bilim insanimin biiylik ilgisini

¢ekmektedir.
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Sekil 2.5 Kitin ve kitosanin kimyasal yapis1 (Parlayici vd., 2018)

Kitin C-2 pozisyonunda bir hidroksil grubunun bir amino grubu ile yer degistirmesi
ile seliilozdan farklidir. Kitosan, {i¢ farkli ¢esitte niikleofilik fonksiyonel 6zellikte
grup igermektedir: C-2 NH2 grubu ,C-3 ikincil OH grubu ve C-6 birincil OH grubu.
Kitosan polimeri yapisinda katyonik, hidrofilik ya da hidrofobik kisimlar1 i¢eren
cesitli tlirevleri elde etmek amaciyla amino ve hidroksil gruplarinda kimyasal
olarak modifiye edilmistir. Kitosanin antimikrobiyal ajan olarak 6nemi ¢esitli

calismalarda gozlemlenmistir (No vd., 2002; Jeon vd, 2001). Polimerin
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mikroorganizmalarin biiytimesini engelleme 6zelligi, sadece polimerin ¢dziinebilir
oldugu, pozitif yiik tasidigi asidik kosullarda gézlenir (No vd., 2002; Jung vd.,
2010). Polimerin bu 6zellige sahip olmasi, kitosanin su bazli g¢esitli biyoaktivite
Ol¢timlerinde kullanimini kisitlamaktadir. Bu nedenle kitosanin tiirevlendirilmesi,
Ozellikle kitosanin sulu ortamdaki ¢oziiniirliigiinii iyilestirmeyi ve ayn1 zamanda
antimikrobiyal 6zelliklerini gelistirmeyi amaglar. Yapilan bir ¢calismada, 2 amino
grubunun kuaternerlestirilmesi veya kuaterner amonyum veya katyonik gruplarin
dahil edilmesi, kitosanin ¢oziiniirliigiinii ve antimikrobiyal aktivitesini gelistirdigi

kanitlanmistir(Runarsson vd., 2007; Sahariah 2015).

Kitosan ve tiirevleri, mantarlara, bakterilere, alglere ve viriis gibi tiirlere karsi
yiiksek diizeyde bir antimikrobiyal aktivite gostermektedir. Yapilan Ornek
calismalarda, CS'nin antibakteriyel aktivitesini agiklamak ic¢in gosterilen {i¢ farkl
mekanizma mevcuttur. Sekil 2.6’da olas1 iic mekanizma gosterilmistir (Goy vd.,
2009). En ¢ok kabul gdéren mekanizma, CS antimikrobiyal aktivitesinin, pozitif
yiikli kitosan gruplari (glukozaminlerin amin gruplari) ile bakteri hiicre duvarinda
bulunan negatif yiiklii gruplar (peptidoglikanlar gibi yiizey bilesenleri) arasinda
meydana gelen elektrostatik etkilesimlerden kaynaklandigini &nermektedir
(Arkoun vd., 2017). Elektrostatik etkilesim, hiicre duvar1 yapisinin gegirgenligini
etkileyerek hiicre i¢ci ozmotik dengesizliklere neden olmaktadir, sonug¢ olarak bu
durum mikroorganizmalarin biiyiimesini engelleyerek etki gostermektedir. Bunlara
ek olarak elektrostatik etkilesimler, mikroorganizmalarin hiicre duvarindaki
peptidoglikanlarin hidrolizini indiikleyerek hiicre i¢i elektrolitlerin sizmasina neden
olmaktadir (Goy vd., 2009). Onerilen bir diger mekanizma, bakterilerin etrafinda
hiicreler aras1 degisimlerin ve besin emiliminin inhibisyonunda etki edecek polimer
yapida zarfin olusumunu igermektedir (Arkoun vd., 2017). Ongériilen son
mekanizma ise bakteri biiylimesi i¢in gerekli olan elzem metallerin ve elementlerin
selatlanmasini igermektedir. Bu mekanizmada CS'nin amino gruplari, temel eser
metallerle etkilesime girer ve bdylece toksin yapilarin ve mikrobiyal biiylimenin
tiretimini engelleyecek sekilde etki gostermektedir (Goy vd., 2009; Arkoun vd.,
2017). Bu spesifik 6zellikler kitosanin HidroKi®, Patch®, Chitopack®, Tegasorb®
ve KytoCel® (Miguel vd., 2017) gibi ticari yara ortiilerinin iiretiminde kullanimini

tetiklemistir (Simodes vd., 2018).
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Sekil 2.6 Kitosanin antibakteriyel aktivitesini agiklamak i¢in Gnerilen
mekanizmalarin gosterimi (Simdes vd., 2018)

B-(1,4)-bagli 2-amino-2-deoksi-D-glikozdan olusan kitosan, nano boyutlardaki
calismalarda yaygin olarak tercih edilen dogal polimerler arasindadir. Kitosanin
nano boyuttaki partikiillerinin boyutu ve yiizey yiikleri belirgin 6zelliklere ve
polikatyonik yapisindan kaynaklanan dogal antimikrobiyal aktiviteye sahiptir
(Ignatova vd., 2013).

Kitosan nanopartikiilleri, ila¢ salim hizinin kontrolii, ilacin terapétik etkinliginin
siiresini ayarlama ve ilaglar1 viicuttaki belirli istenen bolgelere ulastirma
ozelliklerine sahiptir. Ayni zamanda ilag aktivitesini artiran dogal antifungal
ozellikler de sergiler (Salah vd., 2015). Ancak alkali ortamlarda ¢6ziinmezlik, alkali
pH'ta ¢oziinen ila¢ grubu i¢in kitosan uygulamalarinin en biiyiik sinirlamalarindan
birisidir. Kitosan liflerinin diisiik sivi emme kapasitesine sahip olmasi ve dogal
formunda sinirli  antibakteriyel aktivite sergilemesi, yaraya dogrudan
uygulandiginda etkili bir sonug¢ vermesini engellemektedir. Bu durumu iyilestirmek
amaciyla, kitosan nanofiberlerin yiizey modifikasyonu iizerine c¢alismalar
yogunlasmis; kimyasal asilama reaksiyonlari veya katman katman fiziksel
adsorpsiyon gibi farkli yontemlerle nanofiberlerin gelistirilmesine yonelik
arastirmalar baglatilmistir (Ahmed vd., 2018). Bu yontemlerden biri kuaternize
kitosanin  eldesidir, bu sayede kitosanin biyoyararlanimin1  artirmak
hedeflenmektedir. Kuaternizasyon yontemiyle tretilen kitosan tiirevleri, giiclii
bakterisit ozellikler ve yliksek sivi emme kapasitesi sergilemektedir (Sajomsang

vd., 2010). Kitosan ve kitosanin tiirevlerinin, epitel hiicreleri arasindaki var olan
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sik1 formdaki baglantilar1 agarak etki sagladigi ( Wang vd., 2020 ) ve bu 6zelligi
sayesinde ila¢ dagitiminda c¢esitli avantajlar gosterdigi bildirilmektedir.
Metillenmis kitosan formu, kitosana gore notr ve bazik ortamlarda ¢oziiniir 6zellik
gosteren, notr fiziksel pH'da iyi ¢oziiniirliik ve gecirgenligi artirma &zelligi ile
karakterize edilen kismen kuaternize olmus bir kitosan tiirevidir (Chen vd., 2021).
Kuaternize kitosan nanopartikiilleri, kitosan nano partikiillerine gore ¢cok daha iyi
absorpsiyon kapasitesi gostermistir. Kuaterner amonyum kitosan fiberleri, sadece
kitosan fiberleri 6zelligini korumakla kalmayip yara Ortiisiinde olmasi beklenen
Ozellikleri karsilayan antimikrobiyal aktiviteyi de artirarak etki gostermektedir.
Kuaternize formdaki kitosan fiberleri, yaraya nemli bir ortam saglamak amaciyla
yiiksek sivi emme kapasitesine sahip olmakla birlikte bu durum yarada fazla
miktarda skar olusumunu ve kronik klinik problemleri 6nleyerek yara iyilesme

stirecini olumlu etkiler (Zhou vd., 2016).

Kitosan ve tlirevlerinden olusan nanofiberlerin elde edilmesi yara bdlgesinde
etkinlik gosterecek etkili yeni nesil yara iyilestirme biyomalzemeleri, doku
miithendisligi iskeleleri ve ilag tasima ve dagitim sistemleri gibi gesitli biyomedikal
uygulamalar icin antibakteriyel 6zellik gosterecek biyouyumlu elektro-egrilmis
malzemelerin elde edilmesinde etken olabilecegi bildirilmektedir (Ignatova vd.,
2013). Kitosanin polielektrolit dogasindan dolay1 elektro egirme yontemiyle fiber
tiretimi olduk¢a zordur ancak nanofiber yapilarin yiizey modifikasyonu yapilarak
veya kitosan ¢ozeltisine yapiy1 destekleyecek polimerlerin eklenmesiyle (Kuntzel

vd., 2018) iiretimleri gerceklestirilebilir.

2.6.2 Kollajen (Col)

Kollajen bag dokunun ana yapisinda bulunan bir proteindir. Kollajen biyo bozunur
ve biyouyumludur. Kollajen kimyasal yapist birbiri etrafinda sarili ii¢ polimer
zincirinden olugmaktadir. Kolajeni olusturan ii¢ zincirden her bir zincir bin dort yiiz
amino asit uzunlugundadir, zincirler {i¢ aminoasidin ¢esitli tekrarli yapisindan
olugsmaktadir. Yapisindaki bulunan iceride yer alan amino asit tiirli glisindir

disarida bulunan amino asit tiirleri ise prolin ve hidroksiprolin (Uner vd., 2021).
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Kolajen ECM'nin biyolojik ve yapisal biitiinliiglinii korunmasinda 6nemli bir
etkendir. Kolajen dokularda mekanik destege yardimci olur ve viicutta en ¢ok
bulunan proteindir. Fiziksel olarak, kolajen iyi organize olmus ag ve benzeri dogal
yapisi nedeniyle herhangi bir bilesen veya ila¢ barindirabilir. Farmasotik olarak
kolajen, doku iskelesine gozenekli bir yapi, biyouyumluluk, biyoabsorbe
edilebilirlik ve gegirgenlik sunar. Bu sahip oldugu temel 6zellikler, ilacin kontrollii
bir sekilde saliminin saglanmasina yardimci olur. Kolajen, yara iyilesme hizini ve
kalitesini iyilestirmek icin bir doku iskelesinin fizikokimyasal 6zelliklerini
degistirerek etki gosterebilir. Sahip oldugu miikemmel 6zelliklere ragmen zayif
yapisal ve mekanik 6zellik sergilediginden kolajenden yapilmis doku iskeleleri, oda
sicakliginda hizli bir sekilde yapisint degistirerek bozunur. Bu durum iskelenin,
ilacin salim stirecindeki performansini etkiler. Bu olumsuz sinirlamalart asmak igin
fiziksel veya kimyasal islemlerle bircok capraz baglama stratejisi, kolajeni farkl
bilesenler ve sistemlerle birlestirtirerek stabilizasyonu artirma gibi ¢esitli 6zellikler
saglanmaya caligilmaktadir (Sanapalli vd., 2022). Simdiye kadar yara ortiisiinde
uygun biyomalzemelerin se¢imi i¢in kolajenin yara iyilesmesinin her agamasindaki
etkinlikleri iyi anlasilmigtir. Kolajenin dahil edildigi yara ortiilerinin baslica
uygulamalar1 arasinda kolajen filmler, kolajen jeller ve kolajen siingerler yer

almaktadir (Chen vd., 2008).

OH

Sekil 2.7 Kolajen Tip I-Primer Amino Asit Dizisinin Kimyasal Yapisi
(Senadheera vd., 2020)

2.6.3 Poli (etilen oksit)

Polietilen oksit (PEO), suda ¢oziinebilen, biyouyumlu polimerdir. Sekil 2.8’de
polietilen oksitin kimyasal yapist gosterilmektedir. PEO kimyasal olarak stabil bir

polimerdir. Ayrica, diisiik toksisiteye ve yiiksek ylizey alani/hacim oranina sahip
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PEO nano lifleri, hiicrelerin yapigsmasini ve biiylimesini destekleme kapasitesine
sahiptir. Bu 6zelliklerinden dolay1, PEO fiberleri biyomedikal, doku miihendisligi,
elektronik, enerji depolama, hemostatik ajanlar, ve antibakteriyel ajanlar gibi ¢esitli

uygulamalarda kullanilmaktadir.

)
7§
H H/,

Sekil 2.8 PEO’nun kimyasal yapist (Sadeque vd., 2014)

Son zamanlarda yapilan ¢calismalarda PEO hidrojellerinin etkinligi, iyilestirilmis bir
yara olarak hayvan viicutlar1 tizerinde kanitlanmistir (Hayranto vd., 2013). Bugiine
kadar yapilan c¢alismalarda polimerlerin ¢ogu antimikrobiyal islevsellik
gostermektedirler. Polimer tek basina degilde diger polimerler veya nanopartikiiller
ile konjuge edilerek istenilen 6zellikte polimerlere doniisebilirler. Benzer sekilde,
antimikrobiyal 6zellige sahip olmayan dogal bir polimer olan kitosanin yapica
kararlig1r fazladir. Kitosan bagka bir polimer olan PEO ile birlikte konjuge
edildiginde bakteriyel enfeksiyonlar1 inhibe etmek icin yiiksek yapi iskelelerini
indiikleyebilmektedir (Avci vd., 2013).

2.7 Yara Ortiilerinde Kullanilan Biyoaktif Bilesenler

Diinya niifusunun %80'inden fazlasinin ciltle ilgili sorunu oldugu ve hastaliklarin
tedavisi i¢in dogal kokenli ilaclara bagimli oldugu goriilmektedir. Sentetik ilaclarin
kullanim1 sonucu ¢ogunda ilag direnci, hastada alerjik durum ve diger yan etkiler
gibi sorunlarla karsilasilmaktadir. Sentetik ilaglarin sahip oldugu dezavantajlar
bilim adamlarmi alternatif ilaglar aramaya sevk etmektedir. Bir yaranin dogal
iyilesme siirecinde; yaranin dezenfeksiyonu, debridmani ve nemli bir ortam
kosullarinin saglanmasi gerekmektedir. Bir yaranin iyilesmesi i¢in dogal iyilesme

stirecini etkileyerek yavaslatacak ya da engelleyecek tiim etkenlerin ortadan
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kaldirilmasi gerekmektedir. Bitki iceren terapi tiirlerinde sadece yara iyilesme
siirecini hizlandirmakla kalmayip, ek olarak yara estetigi de dogal bir sekilde
korumaktadir. Gilinlimiizde yara iyilestirme siire¢lerinde kullanilan ilaglarin
%70'inden fazlasi bitkilerden, %?20'si mineral bazli iiriin ve geri kalan kismi
hayvansal kaynakli iirtinlerden elde edilmektedir. Bitki kaynakli materyaller ilk
yardim-antiseptik pihtilastiricilar ve yara temizleyici olarak kullanilmaktadir. Son
zamanlarda, tiim diinyada bitki aragtirmalarina ilgi artmistir ve cesitli geleneksel
yontemlerde kullanilan sgifali bitkilerin etki ve potansiyelini gostermek igin
caligmalar yapilmaktadir. 2003 yilinda Biswas ve Mukarje'ye gore 13.000'den fazla
bitki incelenmistir. Kuersetin molekiilii de bitkisel kaynakli 6nemli bir flavonoid
olarak One c¢ikmaktadir ve kuersetinin giiglii anti-inflamatuar ve antioksidan
aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir (Ahmed vd., 2018).

2.7.1 Kuersetin (q)

Kuersetin, 3-, 3'-, 4'-, 5- ve 7-pozisyonlarina yerlestirilmis bes hidroksi grubuna
sahip bir penta hidroksiflavondur. Sekil 2.9’da kuersetin molekiiniin kimyasal
yapist (3,3'.4',5,7-pentahidroksilflavon) gosterilmektedir. Yenilebilir sebzelerin,
meyvelerin ve sarabin en fazla icerdigi flavonoidlerden biridir. Antibakteriyel
antioksidan,  protein  kinaz  inhibisyonu, antineoplastik  ajan,  br
ribosildihidronikotinamid dehidrogenaz kinon inhibisyonu, fitodstrojen, radikal

temizleyici, selator, gibi gesitleri 6zelliklere sahiptir.

OH O

Sekil 2.9 Kuersetinin kimyasal ypis1 (3,3',4',5,7-pentahidroksilflavon) (Derman
vd., 2020)

Onemli antioksidanlardan (diyet antioksidan) biridir. Bunun baslica nedeni, fenolik
bilesiklerin serbest radikal tiirleri ile reaktivitesinin, dnemli 6l¢lide daha az reaktif
olan fenoksi radikalleri olusturmasidir. Osteoporoz, kanser, pulmoner dahil olmak

tizere ¢esitli hastaliklarda yararli saglik etkileri gosterdigi gosterilmistir. Yapilan
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caligmalarda kuersetinin antiinflamatuar 6zellik gosterdigi kanitlanmistir. Deneysel
hayvan modellerinde var olan inflamasyonun hem akut hem de kronik fazlarini
inhibe edebildigi kanitlanmistir (Liu vd., 2005). Oksidatif stres ve inflamasyon,
yara olusumu ve yara iyilesme siirecini etkileyen iki ana unsurlardandir.
Kuersetinin sahip oldugu hem antioksidasyon hem de antienflamatuar 6zellikler ile
yara iyilesme siirecine fayda saglamak i¢in terapdtik bir aday olarak caligmalarda
kullanilmaktadir (Yin vd, 2018). Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada kuersetinin
sicanlarda kutandz yara modelindeki terapdtik potansiyelini gdstermektedir (Vinay
vd., 2017). Yapisinda kuersetin bulunduran kollajen matrisi, dermal yara iyilesmesi
icin yeni bir pansuman malzemesi olarak calisilmistir (Gomathi vd., 2003).
Kuersetinin epitel hiicrelerine ek olarak fibroblastlarin anjiyojenezini ve
cogalmasini uyardig1r bulunmustur (Gopalakrishnan ve digerleri, 2016). Yapilan
calismalarda kuersetin siirli yara iyilestirme potansiyelini gdstermistir
(Koohpayma ve ark., 2015). Kuersetinin terapdtik kullanimiyla ilgili baslica
problemler, diisiik suda ¢ozilinlirliigii (Frenzel ve Steffen-Heins, 2015) ve zay1f deri
penetrasyonudur (Bose ve digerleri, 2013). Bu faktorler, quercetinin yara

iyilestirme tedavilerinde potansiyel kullanimin1 sinirlar.
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3

MATERYAL VE YONTEMLER

Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal malzemeler ve bilgileri Tablo 3.1°de

verilmigtir.

3.1 Kimyasal Malzemeler

Tablo 3.1 Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal malzemeler ve bilgileri

Kimyasal

Cas No/Marka

Ozellik

Diistik molekiiler agirlikli
kitosan (CS)

9012-76-4/Sigma

%75-85 deasetillenmis,
50-190 KDa

Glisidil trimetil amonyum

3033-77-0/Sigma

151.63 Mw, Technik kalite,

kloriir (GTMAC) saflik >90%
Aseton 67-64-1/Lab -
Chem
Asetik asit 151785/Sigma -

Kuersetin (Q/q)

117-39-5/Sigma

MW 302.24

Askorbik asit

50-81-7/Sigma

Mw 176,12 g/mol

H20: 7722-84-1/Sigma -

Tipl Kolajen (Col) 5162/Sigma -
PEO 25322-68-3/Sigma Mw 600.000 g/mol
Amfoterisin B (AmB) 1397-89-3 Mw 924,08 g/mol

PBS

32129211/Sigma

Steril filtreli ve hiicre
kiiltiirtine uygun

Folin-ciocalteu reaktifi

56718-71-9/Sigma

Etanol 64-17-5 Mw 46.07 g/mol
Na>COs3 497-19-8 Mw 105.98 g/mol

Dpppﬁlérzx}lzﬁ)?dipzrzilwl-l- 1898-66-4 Mw 394.32g/mol

Askorbik asit 50-81-7 Mw 176.12 g/mol

Tween %1

146614 /Millipore
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3.2 Cihaz Listesi

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan cihazlar ve bilgileri tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2 Deneysel ¢aligmalarda kullanilan cihazlar ve bilgileri

Cihaz

Marka/Model

Kullanim Amaci

Vakumlu etiv

Binder

Numune kurutma

Terazi Precisa XB220A Kiitle 6l¢timii
Manyetik karistirici Heidolph MR300 Reaktantlar1 ¢coziiciisiinde
¢Oziindirmek
Vortex Heidolph Reax Top Kimyasal karistirma
Ettuv Binder Isitma, kurutma
Ultrasonik Su Banyosu Bandelin Numuneyi ¢alkalamak

Su saflastirma cihazi

Millipore Iélix ve Mili

Iyonlarindan uzaklastirilmis
su elde etmek

Santrifiij cihaz1

Rotina 300

Reaksiyona girmemis
analitleri uzaklastirmak

Liyofilizator Telstar Cryodos Dondurarak kurutma
Electro-egirme cihazi Nanofen Elektro-egirme ilenanofiber
uretmek
Fourier Transform Shimadzu Ir-Prestige Kimyasal yap1 tayini

Kizilotesi S_Fektroskopisi
(FTIR)

H-NMR
Spektroskopisi

500 MHz NMR

Demetilasyon derecesinin
(DDM) ve kuaternizasyon
derecesinin (DQ) belirlenmesi

Uv-Vis (Goriiniir bolge
Spektroskopisi)

Shimadzu UV-1700
PharmaSpec UV
Visible Spectrometry

Fonksiyonel gruplarin
tanimlanmasi

XRD (X-151n1 kirinim X’pert pro Kristalografik yapi tayini
cihazi)
SEM ﬁ\S/Iqanning Electron Zeiss evo® 1s10 Yap1 morfolojisinin ve fiber
icroscope) caplarin incelenmesi
Temas Ag¢1 Olg¢iim Cihazi |Drop Shape Analyzer Temas agis1 dlglimii
Cekme dayanim cihazi Instron 5982 Cekme dayanim testi
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3.3 Deneysel yontem

Bu c¢aligmada, Leishmaniasis ve sekonder enfeksiyonu olan kandidiyazisin
tedavisinde kullanilmak iizere; sekonder metabolit olan kuersetin ve antifungal bir
ilag olan AmB ile yikli ¢-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB igerikli; yara
tyilesmesinin hizlanmasini, hiicrelerin biiylimesini ve proliferasyonunu arttiran
yara Ortli malzemesinin {iretimi amaclanmistir. Tez hedeflerine ulasmak igin

uygulanacak olan metod ii¢ is paketinden olugsmaktadir.

1.Is paketi: GTMAC-CS Sentezi

2.Is paketi: Serbest Radikal Konjugasyon: q-(GTMAC-CS)'nin Hazirlanmas1
3.Is paketi: -(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB iskelesinin Uretimi

Tez caligmasi kapsaminda yapilacak olan asamalar Sekil 3.1°de sematik olarak

gosterilmektedir.

H H  CH,

CHOH
% ‘/O % + I((\—/(l —(I—l'—( H,C1- \
‘. ‘ oM i N III ""I COem,
~— / ® GTMAC [ ul;::u 2)1/1.. ljfx::u
Kitosan T& VAR e @ T }

GTMAC-CS
- g

= & . \
Amfotei B 3 / @

— SN "/ Kolajen tip 1/ Polietilen oksit

S0—————

quercetin

B N < .

q-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB

q-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB
nanofiber

Sekil 3.1 Tez calismasinda uygulanacak olan deneysel islemlerin sematik
gosterimi

39



3.3.1 Kitosanin Kuaternizasyonu

GTMAC-CS sentezi icin, ¢ozilicii olarak %?2’lik asetik asit igeren deiyonize su
kullanilarak bir kitosan ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltide, kitosan ile glisidil trimetil
amonyum kloriir (GTMAC) arasindaki reaksiyonla GTMAC-CS elde edildi (Sekil
3.2). 1 g kitosan, %2 asetik asit eklenmis 38.2 mL deiyonize suda ¢oziilerek
homojen bir ¢ozeltisi elde edildi. Ardindan, 5.52 mL GTMAC, azot gazi altinda 15
dakika boyunca CS ¢ozeltisine enjekte edildi. Reaksiyon, 50 °C’de 18 saat siireyle
siirdiiriildii. Uriiniin ¢6kmesini saglamak igin reaksiyon ¢dzeltisi, soguk aseton
igerisine dokiildii ve 10 dakika boyunca 10 °C’de 6000 rpm’de santrifiij islemi
yapildi. Reaksiyona girmeyen GTMAC’1n uzaklastirilmasi i¢in metanol ile yikama
islemi uygulandi ve son olarak 6rnek vakumlu etlivde kurutuldu. Sekil 3.3’te,

GTMAC-CS reaksiyonunun asamalar1 fotograflarla gosterilmektedir

(ULH;
(II;OII o NH CH,O0H
LH
+ ]-H' CH CH— \I ("H,,FI
é
NH, CH,0H NH,
Chitosan b
HAe
60°C, 18h
(0{H3

CH,0H OH \ i CHOH

Gl

Cu,0H NH=H,C—C—CHy,— N—CH, (T

OH b

Sekil 3.2 GTMAC-CS Reaksiyonu
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Sekil 3.3 TMAC-CS Reaksiyonuna ait siire¢

3.3.2 Serbest Radikal Konjugasyon: g-(GTMAC-CS)'nin Hazirlanmasi

g-(GTMAC-CS) sentezi, daha Once yayimlanan bir protokol dogrultusunda
gerceklestirilmistir (Diao ve ark., 2020). Ilk adimda, 1 g GTMAC-CS, 50 mL asetik
asit/su ¢ozeltisinde (1 M) tamamen ¢oziindiiriilmiis, ardindan karistirilarak 45 mL
etanol yavasca eklenmistir. 0,108 g askorbik asit iceren 2 mL H202 ¢ozeltisi (1 M)
bu karigima ilave edilmistir. Reaksiyon ¢ozeltisi 30 dakika boyunca 20 °C’de
tutulduktan sonra, :(GTMAC-CS) molar oran1 0,05:1 olacak sekilde, etanolde
¢Oziindiiriilmiis 5 mL kuersetin (q) c¢ozeltisi eklenmistir. Karigim, karanlik bir
ortamda 20 °C’de 24 saat siireyle reaksiyona girmistir. Ardindan, diyaliz torbasi
(MWCO 8-10 kDa) iginde 48 saat boyunca distile su ile sekiz su degisimi yapilarak
diyaliz edilmistir. Reaksiyona girmemis kuersetin ve diger bilesenler, 8000 g hizda
15 dakika santrifiij islemi ile uzaklagtirtlmigtir. Son adimda, q-(GTMAC-CS) elde
etmek icin numune ¢dzeltisi liyofilizatorde dondurularak kurutulmustur. Sekil
3.4’te, -(GTMAC-CS) hazirlanma asamalari, diyaliz ve liyofilizasyon siiregleriyle

gosterilmektedir.
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Sekil 3.4 g-(GTMAC-CS)’nin hazirlanmasina ait diyaliz ve liyofilizatorde
kurutma siireci

3.3.3 g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB iskelesinin Uretimi

Elektro-egirme iglemi daha 6nce yayinlanmis protokol izlenerek gergeklestirildi
(Jirofti vd., 2021). g-(GTMAC-CS)/PEO ¢ozeltisi, q-(GTMAC-CS) ve PEO
polimerlerinin her birinden 0,5 g (%2,0 w/v) olacak sekilde 25 mL sulu asetik asit
(%10) icinde oda sicakliginda 12 saat boyunca karigtirilarak hazirlandi. Ardindan
¢ozeltiye yavas yavas 0,10 g Col ilave edilip 5 saat karistirildi. Elde edilen ¢ozelti
daha sonra elektro-egirme isleminden 6nce sonikasyona tabi tutuldu (Sekhar vd.,
2011; Souza vd., 2018). Deney optimizasyonunu saglamak icin cesitli
parametrelerde degisiklik yapilarak ilerlenmistir. Tablo 3.3’de elektro-egirme
optimizasyon slirecine ait ornek ¢aligmalar gosterilmistir. Voltaj miktari, akim,
toplayic1 plaka mesafesi ve ¢ozelti akis hiz1 degistirilerek plaka tizerinde damlacik
veya boncuk olusmayan homojen bir yap1 elde edilene kadar islemler
tekrarlanmistir. Oncelikle toplayici plakanin iizeri aliiminyum folyo ile kaplandi ve
eksi uclu elektrot plakaya tutturulmustur. Polimer ¢ozeltisi, 18-23-gauge degerleri
araligina sahip igne ucu ile plastik siringaya (5-10 mL) yiiklendi. Enjektore
doldurulan ¢6zelti pompa kismina ve elektrodun diger ucu metal siringa ucuna
takildi. Boylelikle zit yiiklii elektrotlarla bir elektriksel ¢ekim alani olusturulmustur.
Deneyler oncelikle 10 cm toplayict plaka mesafesinde ve 16,67 mL/dk hizinda
baslamistir. Bu parametrelerde voltaj 18-26 kV’a gelinceye kadar yavas yavas

artirtlmustir. Ik atimlar damlacik olusturmus, akim arttikca damlaciktan partikiil
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seklinde atimlar gergeklestirilmistir. Taylor konisi olusumu yaklasik 20 kV’dan

itibaren olusmaya baslamistir. Elektro egirme islemi aliiminyum folyo ile

kaplanmis silindir toplayici iizerinde 6-10 saat gergeklestirildi. Elde edilen

tiriinlerin ilk asamada partikiil mii yoksa lif mi olusturdugunu kontrol etmek i¢in

optik mikroskoptan faydalanilmistir.

Ardindan elde edilen iskeleye suda

¢Ozdiiriilen Amb ¢ozeltisi sprey yardimiyla piliskiirtiilmiistiir.

Tablo 3.3 Elektro-egirme optimizasyon siirecine ait 6rnek ¢aligmalar

%2.5 PEO (w/v), %2.5
Kitosan ve Gtmac-Cs
(w/v), %10 asetik asit
cozeltisi icinde ayr1 ayr1
¢Oziindiirtlip
karigtirlldt ~ ve
oraninda
eklenip,karistirildi

1:1

1.0 mL/saat ve 1.2
mL/saat, 12-17
cm, 18-20 kw, 23
Gauge

Polimer Akis
Konsantrasyonu hizi/Mesafe/Volt Sonug¢
aj Degeri/Gauge
Cozelti  viskozitesi Sorunu:

Cozeltinin akigskanligi fiber elde
etmek ic¢in yetersiz, bu durumda
kullanilan enjektoériin  ucundaki
ignede tiklanma gibi problemlere
yol acabilir.Bu tikanma sonucu
fiber liretimi gerceklestirilememis
olabilir.  Spin  gerceklestirilen
kabinin sicakligi ve sahip oldugu
nem  durumu  elektroegirme
isleminin  fiziksel  kosullarini
engelleyici etki gostermis olabilir.

%2.5 PEO (w/v), %2.5
Kitosan ve g-Gtmac-Cs
(w/v), %10 asetik asit
cozeltisi i¢cinde ayr1 ayr1

¢oziindiiriilip
karigtinldt ~ ve  1:1
oraninda  birlestirildi.

Kuercetin tozu polimer
cozeltisine  dogrudan
polimer agirhigina gore
%1 w/iw
konsantrasyonunda
eklendi.

1.0 mL/saat ve 1.2
mL/saat, 12-15
cm, 18-26 kw, 16-
21 Gauge

Damlama Sorunu :Elektro-egirme
baslangicinda  atis yapilabilmis
ancak sonrasinda fiber {iretimi
saglanamamig, damlama sorunu
meydana gelmistir. Cozelti
viskozitesinin uygun olmamasi,
uygulananan voltajin ve belirlenen
akis hizinin uygun olmamasi gibi
nedenlerden  dolayr damlama
meydana  gelmis  olabilecegi
diisiiniildii. Polimer soliisyonuna,
referans alinan ¢alismada belirtilen
oran ile quercetin  ekleme
yapildiginda kuercetin bileseninin
sollisyon i¢inde tam ¢oziinmemis
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Tablo 3.4 Elektro-egirme optimizasyon siirecine ait 6rnek ¢alismalar (devami)

Polimer Akt
Konsantrasvonu hi1zi/Mesafe/Voltaj Sonug¢
y Degeri/Gauge
olabilecegi beraberinde
damlamaya sebebiyet verdigi

sonucuna varildi.

%2 PEO (W/v), %2
Kitosan ve Gtmac-Cs
(W/v), %10 asetik asit
cozeltisi icinde ayr1 ayr1

¢Oziindiirtiliip

karigtirlldt ~ ve  1:1
oraninda eklendi,bu
cozeltiye quercetin

%100 Asetik asit ile
¢cozdiirilip karistirildi.

1.0 mL/saat, 12-14
cm, 18-23 kw, 16-

23 Gauge

Bu optimizasyon siirecinde %
2.5’luk hazirlanan ¢ozelti ile
yasanan viskozite sorunu sonrast
polimer ¢ozelti konsantrasyonu
%?2 olacak sekilde hazirlanmistir.
Bu ¢ozelti ile taylor konisi
olusumu goézlemlenmis ve egirme
damlama sorunu olmadan
atilabilmistir. Bu degisikliklere ek
olarak quercetin polifenol
yapisinin ~ toz  hali  polimer
cozeltisine direkt olarak degilde
¢Oziiciisii olan %100 Asetik asit ile
cozdiiriildikten sonra polimer
¢ozeltisine ilave edilmistir. Ayrica
igne ucu degistirililerek gauge

denemeleri  yapilmistir.  Bu
parametrelerde yapilan
degisiklikler elektro-egirme

stirecini olumlu yonde etki ederek
fiberin olusumu saglanmstir.

3.3.4 Karakterizasyon

FTIR Spektroskopisi

CS, GTMAC-CS ve g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB kimyasal yapilar1 fourier
transform kizil6tesi spektroskopisi [(FTIR), (Shimadzu ir-prestige)] ile karakterize
edildi. 400-4000 cm ! araliginda okuma yapildi. g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB

nanofiber yapili iskelenin kimyasal bag analizi icin 650-4000 cm™ spektrum

araliginda okuma yapild1 (Lamei ve Hasanzadeh, 2022).
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NMR Spektroskopisi
GTMAC-CS igin demetilasyon derecesinin (DDM) ve kuaternizasyon derecesinin
(DQ) belirlenmesi icin NMR spektroskopisi kullanilarak *H-NMR spektrumlari

allinmastir.
Fenolik Icerigin Belirlenmesi

g-(GTMAC-CS)nin fenolik igerigi ve q-(GTMAC-CS)'deki kuersetin esdeger
icerigi, folin ciocalteu analizi ile degerlendirildi (Chatterjee vd., 2015). q-
(GTMAC-CS)'nin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi i¢in distile su ile
%10’luk NaxCOs ¢ozeltisi ve fenol reaktifi hazirlandi. Gallik asit kullanilarak
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Farkli konsantrasyonlarda (1; 0,5; 0;25; 0,125;
0,0625; 0,03125 mg/mL) gallik asit ¢ozeltisi metanol ile hazirlandi. Hazirlanan her
konsantrasyondaki ¢ozeltiden 50 pL alindi. Her konsantrasyondaki ¢ozeltiye 680
nL distile su, 400 uL. Na,COg3 ¢ozeltisi ve 400 mL folin ciocalteu ilave edilip 2 saat
beklendi. Inkiibasyon siireci tamamlandiktan sonra 760 nm’de UV-Vis
spektroskopisi ile analiz edilerek absorbans Ol¢iimii  yapildi.  Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asite ait absorbans degerleri kullanilarak
gallik asite ait kalibrasyon grafigi olusturuldu. Kalibrasyon grafiginden egri
denklemi elde edildi. g-(GTMAC-CS)’n distile su ile 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL
olmak tizere farkli konsantrasyonlar1 hazirlandi. Gallik asit ¢ozeltilerinden her bir
konsantrasyondan 50 pL alinarak, tizerine 680 pL saf su, 400 uL. Na2CO3 ¢ozeltisi
ve 400 pL fenol reaktifi eklendi. Karisim, 2 saat inkiibe edildikten sonra 760 nm
dalga boyunda UV-Vis spektrofotometresi ile absorbans degerleri dl¢iildii. Olgiilen
absorbans degerleri, gallik asit kalibrasyon denklemine yerlestirilerek q-(GTMAC-
CS) i¢in gallik asit esdegeri toplam fenolik madde miktarlar belirlendi. Sekil 3.5°te,

farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit ¢ozeltileri gdsterilmektedir.
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Sekil 3.5 Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gallik asit ¢ozeltileri

Ayrica, g-(GTMAC-CS)’nin kimyasal yapisi, UV-Vis spektroskopisi ve FTIR
spektroskopisi ile karakterize edildi. g-(GTMAC-CS)'nin X-1s1n1 kirinim paterni 20
5°-80° araliginda ol¢iildii.

Taramal1 Elektron Mikroskopu (SEM)Analizi

g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB nanofiber yapili iskelenin morfolojisi ve fiber
caplart SEM (Zeiss evo® 1s10) ile analiz edildi. Ortalama fiber caplar rastgele
secilen 30 fiberin ortalamasi alinarak hesapland1 (Wongkanya vd., 2017).

Temas Agis1 Olgiimii

Nanofiber yiizeyinin hidrofiliklik 6zelligi, membran yiizeyine birakilan sabit bir su
damlasi ile ylizey arasindaki temas agisinin dl¢iilmesiyle analiz edilmistir. Temas
acist Olciimleri i¢in nanofiber ylizeyine mikro siringa kullanilarak 2 pL su
damlatilmig ve Drop Shape Analyzer cihaziyla damlanin statik goriintiisi
kaydedilmistir. Farkli bolgelerden alinan ii¢ Olglimiin ortalama degeri, ilgili

nanofiber iskelenin temas acis1 olarak kabul edilmistir (Ajmal ve ark., 2019).

Antioksidan Aktivite Tayini (DPPH)

Nanoliflerin DPPH radikal siiplirme aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, 2 mL g-
(GTMAC-CS) ¢ozeltisi ile etanolde hazirlanmis 2 mL DPPH ¢ozeltisi (0,1 mM)
birlestirildi. Karisim, 1518a maruz kalmadan 30 dakika boyunca bekletildikten
sonra, 517 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timleri yapildi. DPPH radikal siipiirme

aktivitesi, asagidaki denklem kullanilarak hesaplandi. As ve Ao sirastyla numunenin
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(-(GTMAC-CS)) ve kor 6rnegin (PBS) absorbansini ifade etmektedir (Shizar1 vd.,
2021).

Radikal stiplirme aktivitesi (%): [(Ao-As) /A0)] *100
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BULGULAR VE TARTISMA

Bu calismada, Leishmaniasis ve sekonder kandidiyazis enfeksiyonlarinin tedavisi
icin sekonder metabolit kuersetin ve antifungal ilag AmB ile yiikklenmis Q-
(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB igeren nanofiber tabanli yara ortiisiiniin iiretimi ve

karakterizasyonu yapilmistir. Caligma, li¢ ana asamadan olusmaktadir:
1. GTMAC-CS Sentezi
2. Serbest Radikal Konjugasyonu: g-(GTMAC-CS)'nin Hazirlanmasi
3. g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB Iskelesinin Uretimi

Yukarida belirtilen calisma basamaklarinda gergeklestirilen karakterizasyon

sonucunda elde edilen veriler asagida sunulmaktadir.

4.1 Kitosanmin Kuaternizasyonu

4.1.1 GTMAC-CS Sentezi

Bu c¢aligmada kitosan, suda iyi bir ¢oziiniirlik elde etmek icin glisidil trimetil
amonyum kloriir (GTMAC) ile modifiye edilmistir. GTMAC-CS sentezini
dogrulamak i¢in gergeklestirilen FTIR analizi sonucu elde edilen spectrum Sekil
4.1'de gosterilmistir. Spektrum, GTMAC-CS’ye ait C-N-C esneme titresimine
karsilik gelen, 1571 cm™de giiglii absorpsiyonu icermektedir. Kitin segmentinden
amid grubunun 1738 cm''de meydana gelen C=O titresimi, hem CS hem de
GTMAC-CS polimerleri i¢in ayni olmasi gereken degismeyen bir tepe noktasi
olarak kabul edilmektedir. 2850 cm® merkezli absorpsiyon, CH> veya CHs
gruplarmin C-H titresimine ait bandini temsil etmektedir. Son olarak, 3305 cm'de
ortalanmig genis bir tepe noktasi, O-H titresimini ve N-H titresimini temsil

etmektedir.
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Sekil 4.1 CS ve GTMAC-CS ‘ye ait FTIR spektrumlari

NMR analizii, GTMAC-CS icin demetilasyon derecesinin (DDM) ve
kuaternizasyon derecesinin belirlenmesi i¢in gergeklestirilmistir. GTMAC-CS‘ye
ait 'TH-NMR spektrumu Sekil 4.2’de gosterilmistir. Spektrumda & = 3.12 ppm’deki
pikler N(CHs)s ve -N-CHz- gruplarinin varligini gostermektedir. NMR analiz
sonuglarina gore, baglanan gruplarin toplam GTMAC-CS segmentlerine olan mol
orani yaklagik %93 olarak belirlenmistir. Kuaternizasyon islemi sonrasinda yapilan
NMR analizinde, ilgili gruba ait 1H-NMR spektrumunda karakteristik bir bandin
goriilmesi ve baglanma oraninin %93 olarak hesaplanmasi, kuaternizasyon

1sleminin basarili bir sekilde gerceklestirildigini dogrulamaktadir.

100.00

Sekil 4. 2 CS, GTMAC-CS ‘ye ait H-NMR Spektrumu
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4.2 Serbest Radikal Konjugasyonu: g-(GTMAC-CS)'nin

Hazirlanmasi

g-(GTMAC-CS)'nin fenolik igerigi, yani q-(GTMAC-CS)'deki q esdeger igerigi,
folin—ciocalteu prosediirii ile degerlendirilmistir. Fenolik bilesikler bazik ortamda
Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip oksitlenmis forma dontisereck maddenin fenol
igerik oranina gore mavi renk olusturmaktadir. Olusan kompleksin absorbansi
fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Fenolik icerik belirlemek
icin 0,5 mg/mL ve 1 mg/mL olmak tizere farkli konsantrasyonlarda q-(GTMAC-
CS) cozeltileri hazirlandi. 760 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile bilesenin
absorbans ol¢iimii yapildi. Elde edilen absorbans sonuglari gallik asit ile elde edilen
kalibrasyon denkleminde yerine konuldu. Sekil 4.3’te standart gallik asit
kalibrasyon egrisi gosterilmektedir. 0,5 mg/mL konsantrasyondaki ¢ozelti 0.568
absorbans degeri, 1 mg/mL konsantrasyondaki cozeltide iste 0.989 absorbans
degeri elde edildi. q-(GTMAC-CS)'m gallik asit karsilig1 toplam fenolik madde
miktarlart hesaplandi. Absorbans degerleri kullanilarak standart gallik asit
kalibrasyon denkleminden 0,5 mg/mL i¢in 0.201, 1 mg/mL i¢in 0,334 degerleri elde
edildi.Elde edilen sonuglara gore ekstraktin 1 gramindaki gallik asit esdeger miktari
(mg GAE (Gallik Asit Esdegeri) /g q-(GTMAC-CS)) fenolik madde miktar1 20 mg

olarak hesaplandi.

Toplam Polifenol Tayini Kalibrasyon Grafigi

v =3,1695x - 00,0697

R?=0,9916 o

~
5]

=
o

Absorbans (760 nm)

0,5

02 04 0,6 08 1 1,2
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.3 Standart Gallik Asit Kalibrasyon Egrisi
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Polifenoller 200-500 nm dalgaboyu araliginda UV-Vis absorpsiyonuna sahip bir
veya daha fazla aromatik halkaya sahiptir. Sekil 4.4’de kuersetin, GTMAC-CS, g-
(GTAMAC-CS) yapilarina ait UV-Vis spektrumlar1 gosterilmektedir. Burada
kuersetin sirastyla 255 nm ve 375 nm'de iki tipik tepe noktasi gostermektedir.
Konjugasyondan sonra g-(GTMAC-CS)’nin basarili sentezini gosteren, q'nun ilk
halkasina atfedilebilen 375 nm merkezli genis bir tepe noktasi gostermektedir.
Benzer bir gozlem, enzimatik bir yontemle g-modifiye CS'nin 300 nm'de tipik bir
bant gosterdigi onceki bir ¢alismada (Torres vd., 2012) bulunmustur. Ek olarak,
q'nun ikinci halkasi i¢in bant, g-(GTMAC-CS) spektrumunda goriinmiiyordu, bu
da ikinci halkasinin GTMAC-CS ile asilamaya dahil olabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte, polifenollerin asilama pozisyonu bugiine kadar belirsizligini halen
korumaktadir (Hu ve Luo 2016). Polifenollerin tam asilama pozisyonunu

gostermek icin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 4.4 g, GTMAC-CS ve g-(GTAMAC-CS) yapilarina ait UV-Vis
spektrumlari

FTIR spektrumu, polifenol kitosan konjugatlarinin olusumunu dogrulamak ig¢in
siklikla kullanilan bir analiz yontemidir ve bu analizle ayn1 zamanda konjugatlarin
yapi bilgileri de elde edilebilmektedir. g-(GTMAC-CS) konjugatinin olusumunu
dogrulamak adina q-(GTMAC-CS) ve oOnciillerinin FTIR spektroskopisi ile alinan
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spektrumlar1 Sekil 4.5°de gosterilmektedir. Kuersetin (q) 1670-1350 cm™ dalga
sayisinda, benzoil halkalarinin esneme titresiminden dolay1 birka¢ tipik bant
sergiler (Song ve ark. 2009). Asilama reaksiyonunda, polifenoller normalde CS'nin
amino ve hidroksil gruplarma eklenir ve bu da FTIR spektrumunda belirgin
farkliliklara yol a¢maktadir (Guo ve ark. 2016). Burada, -NH> ve CsOH
gruplarinin bantlar1 g-(GTMAC-CS) spektrumunda kaybolmustur, bu da bu iki
grubun asilamaya katilimim gostermektedir. Ek olarak, 1647 cm™ ve 1410 cm™'de
q molekiillerine atanan iki yeni bant meydana gelmektedir. ¢'nun GTMAC-CS
izerine asilanmasi. Ayrica, C—O-C kopriisiiniin tipik bandi q-(GTMAC-CS)
spektrumunda da (1147 cm™'de) gériinerek CS zincitlerinin iskelet yapisinin
GTMAC-CS'de kaldigini ortaya ¢ikarmaktadir.
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Sekil 4.5 g, GTAMAC-CS ve g-(GTMAC-CS) yapilarma ait FTIR spektrumlari
4.3 g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB iskelesinin Uretimi

Sekil 4.6°’de  Amb, Kolajen, PEO, PEO/GTAMAC-CS, ¢-(GTMAC-
CS/Peo/Col/Amb yapilarina ait FTIR spektrumlari gosterilmektedir. Spektrumlarda
3200-3400 cm™ araliginda yer alan OH ve NH grup yapilandirmalari, kolajen,
GTMAC-CS, AmB ve kuersetin yapilaria ait hidrojen baglarinin iletisimlerini
dogrulamaktadir. Ayrica, 1650-1700 cm™ arasinda goriilen C=O gerilmesi,

karbonil gruplarinin kolajen, kuersetin ve AmB’nin lakton halkasini temsil eden
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fonksiyonel gruplar1 dogrulamaktadir. Spektrumda kuaterner amonyum gruplari
modifiye kitosanin varligini kanitlamaktadir. 1000-1150 cm™ de C-O-C gerilmesi
eter gruplarint temsil etmektedir.Kolajene ait FTIR spektrumu incelendiginde
1700-1500 ve 1150 cm™ dalga sayisinda protein yapisina ait tipik amid I, amid II
ve amid III fonksiyonel gruplarina ait pikler goriilmektedir. PEO’nun spektrumu

incelendiginde 1450 cm™ dalga sayisinda CH> fonksiyonel grubuna ait pik

goriilmektedir.
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Sekil 4.6 Amb, Kolajen, PEO, PEO/GTMAC-CS, g-(GTMAC-CS/Peo/Col/Amb
yapilarina ait FTIR spektrumlari

Sekil 4.7°de kuersetin’in XRD paternine ait sonuglar goriilmektedir. Kuersetin
flavonoid yapida bir bilesik olup XRD analizi, kristal yapisini incelemek igin
kullanilmaktadir. Kuercetin'in XRD analizinde beklenebilecek temel pikler, 10°,
12.3°, 15.9°, 16.9°, 24.0°, ve 27.4° literatirde siklikla go6zlemlenen 260
degerlerindendir. Bu agilarin karakteristik olusu, kuersetinin kristal yapisini

tanimlamaktadir (Mishra ve ark., 2019).
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Sekil 4.7 Kuersetine ait XRD sonucu

Sekil 4.8”de ise kuersetin, (GTMAC-CS) ve g-(GTMAC-CS) yapilarina ait XRD
sonuglar1 verilmektedir. q-(GTMAC-CS)’ye XRD sonucunda kitosana benzer
sekilde amorf bir yap1 goriilmektedir. Kitosan yapisina eklenen kristal yapili
kuersetin molekiilleri q-(GTMAC-CS) XRD sonucunda goriilmemektedir. Bu

durum da ilgili polimerin de kuersetin baglansa bile amorf yapisint korudugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.8 Kuersetin, (GTMAC-CS) ve g-(GTMAC-CS) yapilarina ait XRD
sonucu
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Sekil 4.9 ve 4.10’da %2 (w/v) q-(GTMAC-CS) ve %2.5 (w/v)g-(GTMAC-CS)
nanofiber yapili iskelenin SEM (Zeiss evo® 1Is10) ile analiz sonrasi elde edilen
goriintiileri verilmektedir. Sekil 4.10°daki yapilar incelendiginde hem %2’°lik (w/v)
hem de %2,5’1lik (w/v) q-(GTMAC-CS) ¢ozeltisiyle hazirlanan fiberlerin gaz ve
sivi degisimini kolaylastirmak i¢in uygun bir poroziteye sahip oldugu
goriilmektedir. Metodun uygulanabilirligi ve egirme islemi esnasinda uygun

viskozite se¢imi i¢in ¢ozeltiler %2’°lik (w/v) q-(GTMAC-CS) olarak hazirlanmistir.

Sekil 4.10°daki q-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB ve g-(GTMAC-CS)/PEO//AmB)
nanofiberlerine ait goriintiileri incelendiginde ince nanofiberlerin birbirine rastgele
bir bicimde bagli oldugu karmasik bir ag yapisini gostermektedir. Fiberlerin
homojen bir dagilim gdstermesi ve diizglin yiizeylere sahip olmasi, elektro-egirme
islemi sirasinda uygun parametrelerin uygulandiginin kanitidir. Ayrica, herhangi
bir boncuklanma (bead) veya deformasyon goriilmemektedir, bu da elde edilen
fiberin kaliteli bir iiretim siirecini destekler niteliktedir. Fiber arasindaki bosluklar
(gbzenekler), yiiksek bir poroziteye isaret etmektedir. Fiber yapinin gozenekli
yapist Ortii olarak kullanimda bolgede gaz degisiminin, nem kontroliiniin
saglanmasinda onemli etki gostermektedir. Yapinin goézenekli olusu hiicrelerin
tutunmasini desteklemek i¢in ve yeterli diizeyde gaz ve sivi degisimini saglamak
icin yeterince genis bir ag gibi gorev alarak siireci hizlandirabilecegi

ongoriilmektedir.

Sekil 4.10’de sagdaki yapinin egirme cozeltisine Col eklenmesiyle olan etkisi
goriilmektedir. SEM goriintiisiinden elde edilen sonuglar ImageJ programi
kullanilarak 10 rastgele alinmis fiber goriintiisiindeki ¢aplarin 6l¢timii incelenerek
hesaba alinmistir. Ortalama deger 165.7 + 21.20 nm olarak hesaplanmistir. Goriintii
Ol¢egine gore elde edilen fiberlerin ¢aplarinin nanometre seviyesinde olusu yapinin
daha ince lifler, daha biiylik yiizey alan1 saglayarak materyalin sivi tutma

kapasitesini artirabilecegi yoniinde kanit saglamaktadir.
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Sekil 4.9 %2,5’luk (w/v) q-(GTMAC-CS) ve %2’lik (w/v) q-(GTMAC-CS) ile
hazirlanan nanofiberlee ait SEM goriintiileri

Sekil 4.10 g-(GTMAC-CS)/PEO/AmB) ve g-(GTMAC-CS)/PEO/Col/AmB) ait
SEM goriintiileri

Yara Ortiilerinin tasariminda, yiizeyin nem yonetim kapasitesi hayati bir rol oynar.
Ideal bir ortii, yaranin nemli kalmasia olanak saglarken eksiida yonetimini etkili
bir sekilde gerceklestirebilmelidir. Temas agisinin diisiik (90°’nin altinda) olmasi,
ylizeyin sivilarla daha iyi etkilesime girebildigini ve sivilarin yiizey boyunca
kolayca yayilabildigini gostermektedir. Bu durum, nem dengesinin korunmasi
gereken durumlarda yara iyilesme siirecini destekler. Ozellikle elektro-egirme
teknigiyle {tretilen nanolif yara oOrtiilerinde, temas acisimin diisiik tutulmasi
(6rnegin, 38°) nemli bir ortam yaratarak iyilesme siireclerini hizlandirmay1
amaclamaktadir. Bu nedenle temas acgisinin dlgiilmesi, yara ortiisiiniin iglevselligini
degerlendirmek agisindan temel bir parametre olarak One ¢ikar. Nanofiber

ylizeylerin hidrofilik 6zellikleri, ylizeye yerlestirilen sabit bir su damlasinin temas
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acisinin Ol¢iilmesi ile degerlendirilmektedir. Bu yontemle yapilan analizlerden elde
edilen sonuglar, membran yiizeyinin sivi ile etkilesimini anlamak i¢in kritik bilgiler
sunar. Olgiimler dort farkli noktadan alinarak ortalamasi hesaplanir ve bu deger,
nanofiber yapinin genel temas agisini temsil etmektedir (Ajmal vd., 2019). Yapilan
analiz sonucunda elde edilen temas agis1 degerleri 100-110° arasindadir. Sekil
4.11’de temas acis1 Ol¢limiine ait dort farkli noktadan elde edilen sonuglar

gosterilmektedir. Elde edilen degerler yapinin hidrofobik oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.11 g-(GTMAC-CS) yapisina ait temas agis1 6l¢iimii sonuglari

PBS ile hazirlanan DPPH iceren ¢dzeltinin (Ao) 517 nm’de dalga boyunda UV-Vis
spektroskopisinde absorbansina bakilmistir. Ao absorbanst 0,878 olarak
kaydedilmistir. Yapilan c¢alismalar kontrol absorbansinin 0,7-0,9 arasinda
degiskenlik gosterdigini belirtmektedir. DPPH ile hazirlanan q-(GTMAC-
CS)/PEO/Col/AmB) soliisyonu icin (As) 517 nm’de elde edilen absorbans degeri
ise 0,649 olarak kaydedilmistir.

Radikal siipiirme aktivitesi formiiliine dayanarak, radikal siiplirme aktivitesi
%26,08 olarak hesaplanmistir. Yara oOrtiilerinde antioksidan kapasite, iyilesme
stirecinde onemli bir etkiye sahiptir. Kuersetin igeren bir yara Ortiisiiniin
antioksidan potansiyeli, formiilasyonun 6zelliklerine ve serbest radikalleri etkisiz

hale getirme kapasitesine baglhidir. DPPH analizi sonuglarina gore, kuersetin
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genellikle 4-6 uM ICso degerine ulasarak giiglii bir radikal siipiirme etkisi sergiler.
Radikal siipiirme aktivitesinin yiiksek olmasi, oksidatif stresin azaltilmasi ve
iyilesmenin hizlandirilmasi agisindan kritik 6neme sahiptir. Bu nedenle, ideal bir
yara Ortiisi, DPPH analizinde %70-90 oraninda siipirme etkinligi
gosterebilmelidir. Béyle bir liriiniin basarisi, kuersetin gibi bilinen antioksidanlarla

veya benzer biyomateryallerle karsilagtirilarak degerlendirilmelidir.
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SONUC

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gore. Kutandz leishmaniasis, en sik goriilen formu
olup genellikle olusan lezyonlar birka¢ ay iginde iyilesmektedir. Ancak bu
lezyonlar, iyilesme siirecini yavaslatabilecek sekonder enfeksiyon gelistirilmekte
ve doku yikimi ile skar olusumuna yol agmaktadir. Leishmaniasis lezyonlarinda
sekonder enfeksiyon gelisme insidanst 9%23,6-81,0 arasinda degismektedir.
Leishmania’da goriilen sekonder enfeksiyonlardan birisi olan kandidiyazis, firsatci
bir patojen olan Candida Albicans maya mantarinin sebep oldugu bir hastaliktir.
Insanlarin yaklasik %70'i ve kadimlarm yaklasik %75'inin yasamlar1 boyunca en az
bir kez muzdarip oldugu bir enfeksiyondur (Kabir vd., 2012). Candida tiirlerinin
patogenezi tam olarak anlasilamadiginda enfeksiyon orami hizla artmaktadir.
Mevcut antifungal ajanlar arasinda azoller, Candida enfeksiyonlarinin tedavisinde
tercih edilen ve en sik kullanilan ilaglardir. Enfeksiyonun tipine, olustugu anatomik
bolgeye ve tiirlerin duyarlilik profiline bagli olarak diger antifungal ajanlar da
kullanilabilir. Ancak mevcut antifungal ajanlara karsi direngte siirekli bir artig
goriildiigiinden farkli konak¢i nislere de uyum saglayabilecegi bilinmektedir
(Oliveira vd., 2018). Giinlimiizde bu hastaligin tedavisinde var olan yaklasimlar
istenilen basariya ulasamamamaktadir. Bu nedenle tez ¢alismasi kapsaminda,
antifungal yaralar/hastaliklar ve leishmaniasis hastaliginda ¢okca tercih edilen
Amfoterisin B ilaci i¢eren elektro egrilmis nanofiber gelistirilmistir. Bugiine kadar
yapilan ¢alismalarda, AmB yiikli kuersetin-(GTMAC-CS), PEO, Col
molekiillerinin  bir arada kullanildigt herhangi bir nanofiber iskele
bulunmamaktadir. Bu tez kapsaminda ¢aligilan nanofiber ile biyoteknolojik ilag
teknolojileri alaninda ilk defa kompleks yapi literatiire kazandirilacaktir. Tez

calismasinda agsagida maddeler halinde verilen sonuglar elde edilmistir.

Kitosan, suda iyi bir ¢oziiniirliik elde etmek icin glisidil trimetil amonyum kloriir
(GTMAC) ile modifiye edilmistir ve sentezi dogrulamak i¢in H-NMR analizi

gerceklestirilmistir. NMR analizi sonucunda kuaternizasyon sonrasi ilgili gruba ait
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H-NMR spektrumunda band goriilmesi ve baglanma oraninin %93 olmasi

kuarternizasyonun bagari ile gergeklestirildigini géstermistir.

UV-Vis spektrumunda kuersetin sirasiyla 255 nm ve 375 nm'de iki tipik tepe
noktas1 gostermektedir. Konjugasyondan sonra q-(GTMAC-CS)’nin basarili
sentezini gosteren, q'nun ilk halkasina atfedilebilen 375 nm merkezli genis bir tepe
noktasimnin varligi konjugasyonun gergeklesip polifenol yapisina baglandigini
gostermektedir, FTIR analizi ile fonksiyonel gruplarin varligi desteklenmistir.
XRD analizlerinin sonuglari ile beraber, elde edilen yapinin amorf kristalik yap1
acisindan degerlendirildiginde 15.9°, 24° ve 27.4° agilarinda literatiir ile uyumlu
pikler goriilmektedir. Ancak piklerin diisiikk yogunluklu olmasi amorf yapilarin

varliginin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir.

Elektro-egirme islemi sonrasinda ise nano-boyutlu ve gézenekli bir yapiya sahip ag
yapili matlar elde edilmistir. Bu matlarda tezde hedeflenen tiim molekiilleri iceren

mattaki nanfiberlerin ¢aplar1 200 nm altinda elde edilmistir.

Temas agis1 Ol¢timlerinde ise 100°-110° araliginda bir temas agis1 6l¢iilmiistiir. Bu
durumun yapiya eklenen modifiye olmayan kitosan ve hidrofobik yapili
kuersetinden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. GTMA-CS, Col ve PEO oranlari
arttirtlarak hidrofilikligi daha yiiksek bir yapi elde edilebilir. Elde edilen hidrofobik
ylizey sivilarin emilimi konusunda oldukg¢a sinirlidir. Bu tiir ylizeyler, genellikle

s1v1 thtiyacinin diistik oldugu kuru yara ortamlarinin yonetiminde kullanilabilir.

Elde edilen nanofiberin hesaplanan radikal siiplirme aktivitesi sonucu
degerlendirildiginde (%26,08), yapida var olan kuersetin oraninin arttirilmasinin
yara Ortiisiiniin sahip oldugu antioksidan aktiviteyi de artiracagindan yara iyilesme

siirecine olumlu etki gostermesi beklenmektedir.

Sonu¢ olarak, tez calismasinda hedeflenen GTMA-CS, Col, PEO, AmB ve
kuersetin iceren nanofiberler basariyla iiretilmistir. In vitro ve in vivo ¢aligmalar
yapilarak biyolojik aktivitelerinin gosterilmesi sonrasinda leishmaniasis ve
kandidiyazis kaynakli olusan yaralarin tedavisinde kullanilabilecek bir malzemenin

ortaya ¢ikarilmis olacag diisiintilmektedir.
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