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OZET

Organik ve Inorganik Katkih ilac Salimh PVA-Jelatin Polimer
Fiber Matris Tabanh Yeni Bir Yara Ortiisii Malzeme
Tasarimi, Antibakteriyel ve Yara lyilestirme Etkisinin

Incelenmesi

Tiilay Merve SOYLU

Biyomiihendislik Anabilim Dali
Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Sevil YUCEL
Es-Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Yeliz ELALMIS

Bu tez ¢alismasinda, nano 45S5 biyoaktif cam (BG) ve iirenin dahil edildigi yesil
elektroegirme yontemiyle sitrik asit (SA) ile c¢apraz baglanmis Polivinil alkol
(PVA) ve jelatin (Jel) bazli nanofiber membranlarin iiretimi ve karakterizasyonunu
gerceklestirilmistir. PVA, jelatin ve BG'nin ¢esitli kombinasyonlari hazirlanmis ve
ortalama lif ¢aplar1 238-595 nm arasinda degisen nanolif membranlar iiretilmistir.
Uretilen membranlarin morfolojik, kimyasal ve mekanik &zellikleri, gdzeneklilik,
sisme, su tutma ve su buhari iletim hiz1 degerlendirilmistir. PVA:Jel (90:10), %15
SA ve %3 BG, elektrospinning yoluyla nanolif membran iiretimi i¢in optimum
karisim olarak belirlenmistir. Bu karisim kullanilarak elde edilen membran, ¢apraz
baglamayi takiben elektrosprey yontemiyle %10 w/w polimer Ure kaplama ile daha
da islevsellestirilmistir. /n vitro biyouyumluluk testleri, antibakteriyel ve in vivo
testler gerceklestirilmistir. Ure ile islevsellestirilen membran harig, iiretilen tiim
membranlarin  biyouyumlu oldugunu ortaya koymustur. PVA/Jel/BG ve
PVA/Jel/BG/Ure ile muamele edilmis yaralarn in vivo makroskopik ve
histopatolojik analiz sonuglari, kolajenizasyon ve vaskiilarizasyonun arttigini ve
anti-enflamatuar bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica, ibuprofen yiikli
kitosan nanopartikiillerin iiretim optimizasyon c¢alismasi gerceklestirilmistir.

Uretilen nanopartikiillerin boyutu 222-401 nm arasinda bulunmustur. Uretilen
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optimum membranin iizerine kitosan nanopartikiiller elektrospreyleme yontemi ile
entegre edilmistir. Kitosan nanopartikiillere ve iretilen kitosan katkilt membran
icin SEM, FTIR ve MTT analizleri yapilmig ve ila¢ salim ¢alismalari
gerceklestirilmistir. Sonug olarak, gelistirilen ¢ok islevli ve biyomimetik 6zelliklere
sahip PVA/Jel/BG, PVA/Jel/BG/Ure ve PVA/Jel/BG/Ibu-Kitosan NP elektrospun
membranlar1 faydali yara ortiileri olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.

Anahtar Kelimeler: Yara Ortiisii, Biyoaktif cam, Ure, Kitosan nanopartikiil,

Ibuprofen
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ABSTRACT

Design of a New Wound Dressing Material Based on
Organic and Inorganic Doped Drug-Releasing Polyvinyl
Alcohol and Gelatin Polymer Fiber Matrix and
Investigation of Its Antibacterial and Wound Healing

Effect
Tiilay Merve SOYLU

Department of Bioengineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Sevil YUCEL
Co-supervisor: Asst. Prof. Yeliz ELALMIS

In this thesis, the production and characterization of nanofiber membranes based on
poly(vinyl alcohol) (PVA) and Gelatin (Gel) crosslinked with citric acid (CA) by
green electrospinning method including nano 45S5 bioactive glass (BG) and urea
was carried out. Various combinations of PVA, Gelatin and BG were prepared and
nanofiber membranes with average fiber diameters ranging from 238-595 nm were
produced. The morphological, chemical, and mechanical properties, porosity,
swelling, water retention and water vapor transmission rate of the membranes were
evaluated. PVA:Jel (90:10), 15% CA and 3% BG was determined as the optimum
blend for nanofiber membrane production by electrospinning. The membrane
obtained using this blend was further functionalized with 10% w/w polymer Urea
coating by electrospray method following crosslinking. In vitro biocompatibility
tests, antibacterial and in vivo tests were performed. It was revealed that all
membranes produced were biocompatible, except for the membrane functionalized
with urea. The results of in vivo macroscopic and histopathological analysis of
PVA/Gel/BG and PVA/Gel/BG/Urea treated wounds showed increased
collagenization and vascularization and an anti-inflammatory effect. In addition,

production optimization study of ibuprofen-loaded chitosan nanoparticles was
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carried out. The size of the nanoparticles produced was found to be between 222-
401 nm. Chitosan nanoparticles were integrated onto the produced optimum
membrane by electrospraying method. SEM, FTIR and MTT analyses were
performed for the chitosan nanoparticles and the produced chitosan doped
membrane and drug release studies were carried out. In conclusion, the developed
multifunctional and biomimetic PVA/Gel/BG, PVA/Gel/BG/Urea and
PV A/Gel/BG/Ibu-Chitosan NP electrospun membranes may have the potential to
be used as useful wound dressings.

Keywords: Wound Dressing, Bioactive glass, Urea, Chitosan nanoparticles,

Ibuprofen
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1

GIRIS

1.1  Literatiir Ozeti

Kiiresel olarak, hem akut hem de kronik yaralar bireylerin refah1 tizerinde 6nemli
bir etkiye sahiptir ve saglik sistemleri i¢in onemli mali yiikler getirmektedir [1].
Yara Ortiileri de dahil olmak iizere Gelismis yara bakimi i¢in diinya ¢apindaki
pazarin 2019'da 14,8 milyar £'dan 2024'te 18,6 milyar £'a ¢gikmas1 beklenmektedir
[1]. Ayrica, cilt yara izlerinin tedavisi, yillik 12 milyar dolarlik bir pazar olan yara
iyilesmesi ile iliskili ek bir masraftir[2]. Yara iyilesmesi, cildin koruyucu bir bariyer
olarak islevini siirdiirmesini saglayan ¢ok Onemli ve son derece organize bir
siirectir[3]. Dogal yara iyilesmesi {i¢ ana asamada gerceklesir: enflamasyon,
biiylime ve yeniden sekillenme. Basing, sicaklik, oksijen seviyeleri ve yaranin nemi
gibi cesitli faktorler yara iyilesmesinde 6nemli bir rol oynar[3, 4]. Akut yaralar tipik
olarak normal iyilesme siirecini takip eder ve 8 ila 12 hafta i¢inde kapanir [5]. Buna
karsin, kronik yaralarin iyilesmesi enfeksiyon, diyabet ve periferik vaskiiler
hastaliklar gibi komplikasyonlar nedeniyle 3 aydan uzun siirer [6, 7]. Ayrica, yara
izi olusumu, 6nemli fonksiyonel ve estetik sonuglar1 olabilen yara iyilesmesi ile
iligkili ek bir zorluktur. Hem hipertrofik hem de normal yara izlerini tamamen
onlemek ve tedavi etmek zordur[2].

Yaray1 enfeksiyondan korumak ve yara iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in yara
ortiileri gelistirilmistir[8, 9]. Geleneksel yara ortiileri diisiik maliyetleri nedeniyle
yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak yara nemini koruyamamalari, graniilasyon
gibi bazi sinirlamalar1 vardir [9, 10]. Geleneksel yara ortiilerinin sinirlamalari
nedeniyle, aragtirmacilar yara iyilesme siirecindeki ¢ok yonlii engelleri ortadan
kaldirmak i¢in modern yara Ortiileri Gelistirmeye odaklanmistir[9-11]. Modern yara
ortileri biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir, eksuda yonetimi, gaz
gecirgenligi, nem diizenlemesi, mikrobiyal inhibisyon ve mekanik stabilite gibi

onemli avantajlara sahiptir[8-12].



Modern yara oOrtiileri hidrojeller, hidrokolloidler, aljinatlar, kopiikler, filmler ve
membranlar dahil olmak {izere ¢esitli formlarda bulunmaktadir[9, 11, 12].
Elektrospinning yontemi ile yara ortii malzemeleri nanofibroz yapida iiretilebilirler
ve bu malzemeler dogal ekstra seliiler matriks yapisindaki kolajen, fibronektin gibi
fiberlerin yapisini taklit edebilirler. Bu 6zellik elektrospun yara ortii malzemelerine
poroz yapir saglarken hiicrelerin biiylimesi ve tutunmasi i¢in imkan saglanir.
Elektrospinning teknigi ile liretilen malzemelerin porlar1 bakterilerin gecisine izin
vermeyecek kadar kii¢liktlir ayrica yara bolgesinin nem kontrolii, oksijen ve besin
geciside saglanir[13, 14].

Polivinil alkol (PVA), toksik olmayan yapis1 ve biyouyumlulugu ile karakterize
edilen taninmis bir termoplastik polimerdir. Hidrofilik ve suda ¢oziiniir 6zelliklere
sahip olan PVA ayni1 zamanda biyolojik olarak pargalanabilir, yapisindaki -OH
grubu hidroliz yoluyla bozunabilirligin artmasina katkida bulunur. PVA
elektrospinning yontemi ile kolayca islenebilen, yeterli kimyasal va 1s1l stabiliteye
sahip sentetik bir polimerdir ayrica canli dokularla etkilesime girdiginde herhangi
bir toksik etki olusturmamaktadir[15, 16].

Jelatin omurgalilarin viicudunda % 25 oraninda bulunan kolajen proteininin
hidrolizi ile elde edilen dogal bir polimerdir. Biyobozunur ve biyouyumlu
ozellikleri yaninda yara iyilesmesinde kan durdurucu etkisi ve makrofajlar aktive
etme Ozelliklerinden dolay1 tercih edilmektedir[17].

Ergitme yoOntemiyle {iiretilen 45S5 Bioglass® camlarin bilesimi temel alinarak
yapilan arastirmalar, sol-jel teknigiyle {iretilen biyoaktif camlarin, ergitme
yontemiyle {iretilenlere kiyasla daha iyi biyobozunurluk ve biyoaktivite
sergiledigini gdstermektedir. Sol-jel teknigiyle iiretilen biyoaktif camlarin nano
gozenekli yapilar1 ve genis yiizey alanlari, hiicre cevabini artirarak dokularin
iyilesme siirecini hizlandirabilecegi konusunda 6nemli bir potansiyele sahiptir[18].
Ure her ne kadar antibakteriyel etkisi ile yara iyilesmesinde etkili oldugu bilinse de
epidermisin dogal nemlendirme faktorii (NMF) {iniin kompleks karigiminin bir
parcast olarak cilt neminin korunmasinda fizyolojik bir anahtar role sahiptir[19],

[20]. Ayrica proteolitik etkisi nedeniyle de nekrotik doku olusumunu engeller [21].



[lag dagitim sistemleri, gesitli farmasétik bilesiklerin siirekli salmimimi saglamak
icin etkili bir yaklasim olarak hizmet eder [22]. Biyolojik olarak parcalanabilen
polimerik nanopartikiiller, suda ¢oziinen veya ¢oziinmeyen c¢esitli tibbi ilaglarin ve
biyoaktif molekiillerin terapdtik etkinligini  artirmak i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir[23]. Ayrica, biyolojik olarak parcalanabilen polimerler zaman
icinde toksik olmayan yan iiriinlere donligme avantajina sahiptir [24].

Katyonik bir polisakkarit olarak karakterize edilen kitosan, kitinin kismi
deasetilasyonu yoluyla elde edilir[25]. Kitosan, yiiksek biyobozunurluk ve
biyouyumluluk, antijenik olmama, uygun adsorpsiyon ozellikleri, toksik olmama
ve dogal islevsellik gibi ayirt edici 6zellikler sergiler[22, 26]. Kitosan, 6nemli ilag
yiikleme kapasitesi, etkili adsorpsiyon performansi ve uzun raf émrii nedeniyle ilag
dagitimi alaninda ¢ok yonlii uygulamalar bulmustur[27].

Nonsteroidal antienflamatuvar ilag (NSAII) olarak smiflandirilan ibuprofen,
agrinin hafifletilmesi, enflamasyonun azaltilmasi ve atesin diisiiriilmesi i¢in yaygin
olarak kullanilmaktadir[28]. IBP'nin biyolojik etkinligini arttirmak ve yar1 dmriinii

uzatmak i¢in nano-polimerik bir sisteme entegre edilmesi onerilmektedir[29].

1.2 Tezin Amaci

Yara tedavisi alaninda, yara ortiileri 6nemli bir yer tutmaktadir ve diinya genelinde
bu konuda yapilan aragtirmalar ve uygulamalar hizla gelismektedir. Yara Ortiisi,
yaranin nemli ve steril bir ortamda kalmasini saglayarak iyilesme siirecini
hizlandirir. Yara ortlileri i¢in farkli polimerler kullanilarak elektroegirme
yontemiyle olusturulan nanoliflerden olusan membranlar 6ne ¢ikmaktadir. Bu
membranlarin  biyolojik etkinliklerini ve mekanik 6zelliklerini iyilestirmek
amaciyla inorganik ve organik bilesenler farkli oranlarda bir araya getirilmekte ve
yara bolgesinde daha hizli iyilesme saglanmaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda PVA jelatin polimerleri ve 45S5 nano biyoaktif cam
bir araya getirilerek elektrospinning yontemiyle membran iiretimi optimizasyon
caligmast gergeklestirilecektir. Optimize edilen karisimdaki membran temel

alinarak iki farkli 6zellikte yara ortii malzemeleri tiretilecektir.



(1) PVA ve jelatin polimerleri ile 45S5 nano biyoaktif camin kullanilarak
elektrospinning yontemi ile nanofiber membranlarin iiretim optimizasyonu
gerceklestirilerek optimize membran yiizeyine elektrosprey yontemiyle {ire entegre
edilmesi ile ¢ok fonksiyonlu organik ve inorganik katkili PVA-GEL-BG-Ure
bilesimli yeni bir yara ortiisii gelistirilmesi amaclanmaktadir.

(2) Optimize membran yiizeyi tez ¢aligmasi kapsaminda {iretilen ibuprofen yiiklii
kitosan nanopartikiiller ile kaplanmasi ve ¢ok fonksiyonlu ila¢ salimli PVA-GEL-

BG-IBU/KNP yara ortiisii tiretilmesi amaglanmaistir.

1.3  Hipotez

PVA jelatin polimerleri yara iyilesmesinde kullanilan ve yara ortiisii olarak
kullanimda biyouyumlu ve biyobozunur 6zellikleriyle yara iyilegsmesinde etkilidir.
Ayrica bu polimerlerin elektrospinning yontemiyle uygulanmasi da oldukga
elverislidir. Elektrospinning yontemi ECM yapisina benzer 6zellikte nanofiber
lifler {retebilme kapasitesinden dolayr yara Ortiisii uygulamalarinda yara
iyilesmesini hizlandirmada etkili sekilde kullanilir. 45S5 nano biyoaktif cam
yapisinda bulunan iyonlar yardimiyla yara iyilesmesinde inflamasyonu azaltici
kollajenizasyon ve damarlanmay1 artirict etki gostermektedir. Ayrica biiyiime
hormonlarint da uyararak yara bolgesinin hizli bir sekilde iyilesmesini
saglamaktadir. Ure ¢ok uzun zamandir deri de nemlendirici, debridman ajani olarak
kullanilan bir organik bilesiktir.

(1) PVA jelatin BG ve iirenin bir araya getirilmesiyle ¢ok fonksiyonlu organik ve
inorganik katkili PVA-JEL-BG-Ure yara ortiisii BG ve Urenin sinerjik etkisi ile
yara iyilesmesi hizinin artirilmasinda kullanilabilir.

Kitosan ilag saliminda biyouyumlu ve yiiksek yilikleme kapasitesinden dolay1
oldukga tercih edilmektedir.

Ibuprofenin yara ortiisiinden kontrollii salimi ile yara iyilesmesine ek olarak agr1
kesici kullanimini da bir araya getirilmesi ¢ok fonksiyonlu etki saglamaktadir.

(2) Optimize membran yiizeyi tez ¢aligmasi kapsaminda {iretilen ibuprofen yiiklii
kitosan nanopartikiiller ile kaplanacak ve ¢ok fonksiyonlu ila¢ salimli PVA-JEL-
BG-IBU/KNP yara ortiisii iiretilerek yara iyilesmesine ek olarak ila¢ kullanimi da

hasta acisindan kolaylastirilabilir.



2

GENEL BiLGILER

2.1 Deri

Deri i¢ organlar1 dehidrasyon, patojenler ve diger ¢evresel etkenlere karsi koruyarak
viicut savunmasina katki saglayan yaklagik 1-8 m?'lik genis bir yiizey alanina sahip
viicudun en dis tabakasidir [30, 31]. Deri epidermis, dermis ve hipodermis olarak 3

katmandan olusmaktadir[31, 32].

2.1.1 Epidermis

Epidermis, 50 umila 100 pm kalinli§inda olan ve baslica keratonisitler olmak tizere
langerhans hiicreleri ve melanositlerden olusan derinin en dis katmanidir[31, 32].
Epidermal bariyer, pasif su kaybini onlemek, ¢evresel kimyasallarin emilimini
siirlamak ve mikrobiyal enfeksiyonlar1 engellemek i¢in kritik bir rol oynar. Bu
bariyer, terminal olarak farklilasmis keratinositlerin olusumu yoluyla mekanik,
kimyasal ve mikrobiyal hasara kars1 koruma saglar, bu siirece keratinizasyon olarak
adlandirilir.  Keratinizasyon sirasinda, epidermal hiicreler asamali olarak
olgunlagarak bazal epidermal katmanlardan Stratum Corneum'un (SC) diizlesmis
hiicrelerini olustururlar. Keratinosit proliferasyonu epidermisin bazal hiicre
katmanlariyla sinirhidir. Bazal tabakadaki mitoz boliinmeden sonra keratinositler
farklilagir ve epidermis boyunca SC'ye dogru go¢ eder. Bu farklilasma siireci
sonucunda epidermis i¢inde birka¢ keratinosit tabakasi olusur: stratum basale,
stratum spinosum, stratum granulosum ve stratum corneum. Her farklilasma
asamasinda, keratinositler farkli belirte¢ genler ifade ederler. Epidermisin en dis
tabakas1 olan ve kalinligi 10-20 um olan SC, epidermal gecirgenlik bariyerinin ana
bilesenidir ve derinin iglevselliginin %90'indan fazlasint olusturur[33]. Stratum
corneum %60 yapisal proteinler, %20 su ve %20 lipidlerden olusan dinamik ve

metabolik etkilesimli bir dokudur[31, 32].



2.1.2 Dermis

Dermis, 2 mm ila 3 mm kalinlikta agirlikli olarak bag dokusu ve kan damarlari
iceren derinin orta katmanidir. Dermis epidermisi destekler ve hipodermise baglar.
Dermis tabakasi iki katmandan olusur bunlar papiller dermis, retikiiler
dermistir[33]. Papiller dermis kan damarlar1 ve duyusal sinir uglar1 tarafindan
zengin bir sekilde beslenen katmandir, retikiiler dermis ise dermisin hipodermis ile
temas halinde olan kismidir. Fibroblastlar dermisteki baskin hiicre tipidir.
Kolajenler, elastik lifler ve zemin maddesi salgilar[34]. Dermisin bag dokusu
kolajen ve elastin liflerden olusur. Kolajen gerilme mukavemetini artirirken, elastik
lifler elastikiyet ve esneklige katkida bulunur[32]. Dermis tabakasi ayrica dermis
sinir lifleri, duyu reseptorleri, hyaluronik asit, ter bezleri (ekrin ve apokrin bezleri)
ve destekleyici glikozaminoglikanlar (GAG) gibi yapilart da igeririr[31, 32].
Dermis, histiyositler ad1 verilen antijen sunan hiicreleri igerir. Bu hiicreler, yabanci
maddeleri viicuda girdiklerinde fagosite edip pargalayarak ve T hiicrelerine antijen

sunumunu gerc¢eklestirirler[34].

2.1.3 Hipodermis

Hipodermis ise yag ve bag dokudan olusan derinin en alt tabakasidir[30]. Dermisin
altinda bulunan hipodermis dermisi i¢ organlara baglayarak yastiklama, cilt

stabilitesi ve termoregiilasyon saglar[32].
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Sekil 2.1 Derinin yapisi[35]

2.2 Yara ve Yara Cesitleri

Normal derinin anatomik yapisinda ve fonksiyonunda hasar veya bozulma olusumu
yara olarak tanimlanir. Yara, deri alti dokuya yani damar, tendon, kas, sinir ve
kemik dokuya inebilir[36].Yaralar, yaralanma yontemi ve onarim zamani gibi
cesitli kriterlere gore siniflara ayrilabilir. Klinik olarak yaralar iyilesme zamani
faktoriine gore akut ve kronik yara olarak smiflandirilir [36]. Genel olarak akut
yaralar kronik yaralarin sayisindan fazla olmasma ragmen 2015 yilinda
Avustralya’da sadece kronik yara maliyeti 2,85 milyar ABD dolar1 civari, 2018
yilinda ABD’de akut ve kronik yaralar i¢in toplam 28-96 milyar dolar oldugu
tahmin edilmektedir [37] Bu verilerden yola ¢ikilarak yara bakimi biiyiik bir
pazardir, yara bakim iirlinleri 15 milyar ABD dolarini asar, yara izlerinin tedavisi
icin ise 12 milyar ABD dolar1 daha gerektirmektedir[38]. Ayrica, cilt yara izlerinin
tedavisi, yillik 12 milyar dolarlik bir pazar olan yara iyilesmesi ile iligkili ek bir

masraftir[39].



2.2.1 Akut Yaralar

Akut yaralar, fonksiyonel ve anatomik olarak normal bir iyilesme prosesi izleyerek
kendi kendini onaran yaralardir. lyilesme siiresi 5-30 giin arasinda degisir.
Travmatik doku kaybi veya cerrahi miidahale sonucu olusabilir [36]. Saglikli bir
yetiskinde yara iyilesmesi asamalari 1) hemostaz, 2) uygun iltihaplanma, 3)
mezenkimal hiicre c¢ogalmas:t farklilasmast ve gocli, 4) anjiyogenez, 5)
epitelizasyon ve 6) kollojen sentezi ¢apraz baglanmasi ve hizalanmasi olarak

gerceklesmektedir [40].

2.2.2 Kronik Yaralar

Kronik yaralar, hemostaz, inflamasyon, poliferasyon veya yeniden modellenme
asamalarindan birinde veya birkaginda iyilesme siirecini olumsuz etkileyen
faktorlerin meydana gelmesi sonucunda olusan yara ¢esididir[36]. Bu faktorler;
enfeksiyon, diyabet, bagisiklik baskilanmasi, radyasyon periferik vaskiiler hastalik
vb olabilir[41]. Diinya genelinde insanlarin %1 ‘i kronik yaradan etkilenmektedir
ve Gelecekte bu saymin yaglanan niifusumuz ve yiiksek diyabet prevalansi
nedeniyle daha c¢ok artacagi diisiiniilmektedir[42, 43]. Kronik yaralar yasam
kalitesini bobrek ve kalp rahatsizliklari seviyesinde etkileyebilir hatta baz1 hastalar
icin 6lim orani kanser ile benzerdir [43]. Kronik yarlarin tedavisinde klinik
yOnetimi en optimuma ulastirmak yara yatagi hazirlig1 gerceklestirilmektedir.

Iyi bir yara yatagi hazirlanmasi i¢in cansiz dokunun debridmani kritik Sneme sahip
bir adimdir [42, 43]. Debridman ile yara ortamindan cansiz doku ¢ikarilarak, bakteri
yiikii ve biyofilm azaltilir, enfeksiyon riski en aza indirilir bu sekilde akut yara
ortami elde edilmesi yani saglikli graniil doku olusmasi ve yara iyilesmesinin
hizlanmas1 amaglanmaktadir. Yara debridmani otolitik, cerrahi, enzimatik,
mekanik ve biyolojik olarak cesitlendirilmektedir. Kronik yaralar, altta yatan

nedene bagli olarak debriman tekrar1 gerektirebilir[42].



[1 Otolitik Debridman

Otolitik debridman, yara nemli tutuldugunda (6rnegin nem tutucu sargilarla)
endojen proteolitik enziminin (6rnegin, proteolitik, fibrinolitik ve kollajenolitik)
kendi kendini aktive etmesi ile cansiz dokunun par¢alanmasini gergeklestirmesi
islemidir. Diger debridmanlara kiyasla daha yavas olmakla birlikte daha az ac1 verir
ve cerrahi debridmandan daha segicidir [42, 43].

[0 Enzimatik Debridman

Cansiz dokuyu uzaklagtirmak i¢in endojen igeren kimyasallar kullanilmaktadir.
Otolitik debridmana kiyasla daha hizlidir [42].
(] Cerrahi Debridman

Bir cerrah tarafindan ameliyathane kosullarinda gergeklestirilen yaradaki cansiz
dokunun makas ve nester ile uzaklagtirilmasi islemidir. Sonug¢ hizlidir fakat hastane
ortaminda bakim gerektirebilir ve bazi durumlarda canli dokuya zarar verilebilir
[42, 43].

Tl Biyolojik Debridman

Larval tedavi olarak da bilinir ve Lucilia sericata, Phaenicia sericata ve Lucilia
cuprina steril larvalarini kullanarak cansiz dokunun atilmasi islemidir. inatg1 fibrinli
yaralarin tedavisinde hizli ve etkili debridman yontemidir. Yapilan ¢aligmalarda
hidrojel sargilarla tedavi edilen deneklerden daha fazla rahatsizlik yasadiklar1 tespit
edilmistir [42, 43].

[J Mekanik Debridman

Mekanik debridman, islak ila kuru pansumanlar, hidrocerrahi, diisiik frekansh
ultrasonik debridman veya yiiksek basingli yara irrigasyonu gibi ¢esitli yontemler
kullanilarak gergeklestirilebilir. Bu yontemler cerrahi debridmana goére daha az

acilidir ancak secici olmadigindan canli dokuya zarar verebilir [42, 43].



2.3 Yara lyilesme Siireci

Yara iyilesmesi, cildin bariyer gorevini tekrardan saglikli bir sekilde siirdiirebilmesi
icin yliksek diizeyde kritik ve programlanmis bir siiregtir. Yara ortaminin basinct,
sicakligi, yeterli oksijen temini ve nemi yara iyilesmesinde 6nemlidir. Ancak yara
iyilesme siireci sinirlt derecede basarilidir ve bir yara en iyi ihtimalle yaralanmamis
derinin %70-80 oraninda gerilme mukavemetine ulasir. Cildin normal yapisin eski
haline getirebilmek igin yara iyilesmesi 3 adimda gergeklesir; inflamasyon,

proliferasyon ve yeniden sekillenme[38, 41].

'] Enflamasyon (Hemen Yaralanma Baslangicindan 4 ila 6. Giinlere kadar):
Enflamatuar fazda, kan pithtilagsmasi, hemostaz, yara onarimi i¢in poliferatif
yanit1 (antimikrobiyal ve sitokin salimi) baslatan 16kositlerin infiltrasyonu
olaylar gergeklesir[44]. Kolajen pihtilagma siirecini aktive eder. Bu sekilde
inflamasyon fazi baglamis olur. Olusan piht1 kolajen, trombositler, trombin
ve fibronektinden meydana gelmektedir. Bu faktorler enflamasyon yanitini
baglatan sitokinler ve biiyiime faktorlerini serbest birakir. Piht1 olustuktan
sonra ilk olarak notrofiller hasarli bolgeye ¢ekilir, kan damarlar
vazodilatasyon ile yaparak bolgeye hiicresel trafigi artirir. Kandaki
monositler hasarli bolgeye cekilerek yaklagik 48-96 saat sonra makrofajlara
dontstirler. Notrofil, bakterileri ve cansiz dokular1 sindirecek olan
kostikproteolitik enzimleri serbest birakir. Yarada bulunan sonraki hiicreler
16kositler ve makrofajlardir [41]. Inflamasyon fazinda yaradaki patojenlerin

ve yabanci maddeleri uzaklastirilmasi gergeklestirilir[38, 41].

[l Poliferasyon (Epitelizasyon, Anjiyogenez ve Gegici Matriks Olusumu; 4.
Giin- 14. Giin): Poliferatif fazda, yara ylizeyini kaplamak i¢in epitel doku
olusumu (epitelizasyon), anjiyogenez, yara bolgesini doldurmak i¢in
graniilasyon dokusunun olusmasi ve kolajen birikimi ger¢eklesir[41, 44].
Oncelikle epitel hiicreleri olusur ve normal epidermis katmanlar1 2 veya 3
giin igerisinde yeniden yapilandirilir. Anjiyogenez ile yara bolgesinin

yeterince beslenebilmesi i¢in kilcal damar olusumu gerceklesir.
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Graniilasyon fazi ve doku birikimi i¢in kilcal damarlar tarafindan saglanan
besinler gereklidir ve bunun olmamasi durumunda kronik olarak
iyilesmeyen yara durumu ortaya ¢ikar. Yara bolgesi kenarinda bulunan
epitel hiicreler su kaybini engellemek ve bakteri istilasin1 6nlemek amaciyla

cogalarak normal cilt bariyerini olugturmaya calisirlar[41].

[J Yeniden Sekillenme (Olgunlasma 8. Giin- Y1l 1): Klinik olarak bu faz en
onemli agamadir ve yeniden sekillenme yani olgunlagmanin temel 6zelligi
organize ve iyi huylu bir agda kolajen birikmesidir. Hastalarin normal
matriks birikimini olumsuz etkileyen sorunlar1 varsa (diyabet, kemoterapi...
vb.) yaranin iyilesmesi biiylik dl¢iide tehlikeye girer. Net kolajen sentezi
yaralanmadan sonra 4 veya 5 hafta devam eder normal deride bulunan
kolajen lifi kalinlig1 ve yonii ile gerilme mukavemeti arasinda pozitif bir
korelasyon vardir. 1 yillik olgunlasma evresinden sonra bile yaranin giicli

yaralanmamig derinin giiciine ulasamaz[38, 41].

@ & Keratinocyte B Biood clot ® Erythrocyte | Macrophage

~®% Fibroblast Dermis 7 Platelet

- Scar tissue

\_~ Blood vessel Granulation tissue & Neutrophil I Necrotic tissue

Sekil 2.2 Yara iyilesme stireci [45]

A: Hemostaz; B: Enflamasyon C: Proliferasyon. D: Yeniden sekillenmesi
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2.4 Yara Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen faktorler lokal (yaranin 6zelliklerini dogrudan etkileye
faktorler; oksijen ve enfeksiyon) ve sistemik (bireyin saglik ve hastalik durumu;
yas, stres, diyabet, obezite, beslenme vb.) olarak siniflandirilabilir. Faktorlerin cogu
birbiriyle iligkilidir ve birden fazla faktor yara iyilesmesini etkileyebilir [40]. Dogal
yara iyilesmesi siirecini olumsuz etkileyen baslica faktorler; enfeksiyonlar,

periferik vaskiiler hastaliklar ve noropatilerdir [46].

2.5 Yara Ortiisii

Yara oOrtiileri, yarayr enfeksiyondan korumak ve yara iyilesme siirecini
hizlandirmak igin gelistirilmistir [47, 48]. Optimum bir yara Ortiisii, yara iyilesme
siirecindeki ¢ok yonlii engelleri ortadan kaldirabilmeli bununla birlikte
biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir, eksiidayr uzaklastirabilme, gaz
gecirgenligi, nem kontrolii, mikroorganizmalarin gegisini engelleme ve mekanik
stabilite gibi 6zelliklere sahip olmalidir [33, 49]. Dogal, sentetik veya dogal/sentetik
polimerler yara Ortlisii olarak kullanilabilmektedir. Dogal polimerler yiiksek
biyouyumluluk gosterirken, sentetik olanlar ise diisiik biyouyumluluk gostermekte
fakat mekanik dayaniklilik ve ayarlanmis 6zelliklere gibi avantajlara sahiptir [49].
Geleneksel yara Ortiileri diigiik maliyetleri nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir, ancak yaranin nemini koruyamamalari, graniilasyon dokusuna
yapismalar1 ve mikroorganizmalarin girigini dnlemede etkisiz olmalar1 gibi bazi
sinirlamalart vardir[47, 48] Geleneksel yara Ortiisiiniin sinirlamalart nedeniyle,
aragtirmacilar yara iyilesme siirecindeki ¢ok yonlii engelleri ortadan kaldirmak igin
modern yara oOrtiileri gelistirmeye odaklanmistir[47, 48, 50]. Modern yara ortiileri
biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir, eksuda yonetimi, gaz gecirgenligi,
nem diizenlemesi, mikrobiyal inhibisyon ve mekanik stabilite gibi Onemli
avantajlara sahiptir[31, 47, 48, 51]. Modern yara ortiileri hidrojeller,
hidrokolloidler, aljinatlar, kopiikler, filmler ve membranlar dahil olmak iizere

cesitli formlarda bulunmaktadir [48, 50, 51].
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2.5.1 Hidrojeller

Hidrojeller hidrofilik, suda ¢éziinmeyen ve genellikle fiziksel veya kimyasal ¢apraz
baglama yoluyla ii¢ boyutlu yapida, dogal/sentetik polimerlerden olusur. Kendi
agirhiklarinin - %10’undan  binlerce katina kadar suyu emme kapasiteleri
bulunmaktadir. Yarayr nemli tutarlar ve buna bagli olarak nekrotik dokunun
temizlenmesine katki saglarlar. Seffaf olduklarindan olay1 yara bdlgesinin iyilesme
siireci izlenebilir[33, 52]. Hidrojellerin mekanik 6zellikleri sinirlidir bu nedenle
capraz baglanarak veya ikincil bir membran kullanilarak gelistirilebilir[49].
Bozunma hizlarinin ayarlanabilir olmasi ilag tasiyicisi olarak kullaniminda avantaj
saglar. Hyaluronik asit, antimikrobiyaller ve antibiyotikler vb gibi ajanlar1 iceren
hidrojel yara ortiileri (Orn; Oxyzyme) gelistirilmistir. Yaralarda otolitik debridmani
kolaylastirmak amaciyla hidrojeller kullanilabilir[53]. Basing iilseri, cerrahi

yaralar, yaniklar, radyasyon dermatiti, minimal ve orta eksiidali yaralar vb.

kullanilabilir[33, 52].

2.5.2 Hidrokolloidler

Hidrokolloid yara ortiileri sentetik kaucuk ve yapiskan malzemelerle karistirtlmis
hidrojel yara ortiileridir. Karboksimetilseliiloz, pektin veya jelatin gibi mitkemmel
emme kapasitesi olan malzemelerden olusur[52, 53]. Okliizif 6zelliklerinden dolay1
yaraya su, oksijen veya bakteri ge¢igine izin vermez. Yara yiizeyinde pH diismesine
neden oldugundan bakteri iiremesini engelleyebilir. Epitellesme ve graniillesmeye
yardim eder ve otolitik debridmani tesvik edebilir. Tikayict yapilarindan dolay1 yara
veya ¢evresindeki doku enfekte ise hidrokolloid yara ortiileri tercih edilmemelidir.
Diyabetik ayak iilserinde kullanilmamalidir[53]. Siddetli ekstidatif yaralarda
kullanilabilir[52].

2.5.3 Aljinatlar

Sodyum aljinat kahverengi deniz yosunundan elde edilen ve yara eksiidasiyla temas
ettiginde jel olusturabilen lifli malzemelerdir. Milkemmel ekslida emilimi,
hemostaz 6zelliklerine sahiptir. Bu yara Ortiileri yaranin sekline gore kesilebilen
tabaka elyaftan yapilmaktadir. Yiiksek eksiida absorpsiyonuna sahip oldugundan
cok miktarda eksiida igeren enfekte ve enfekte olmayan yaralarda kullanima

uygundur fakat kuru veya diisiik eksiidal yaralarda kullanilmamalidir[49, 52].
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2.5.4 Kopiikler

Kopiik yara ortiileri Poliiiretan veya silikon bazlidir. Yar1 gegirgenlik, 1s1 yalitimi,
antimikrobiyal aktivite gibi oOzelliklere sahiptir. Enfekte yaralarda kullanimi
uygundur[52]. Ayrica hidrojel ve aljinat yara Ortiilerine ikincil yara ortiisli olarak

kullanilabilme potansiyeline sahiptirler [53].

2.5.5 Siingerler

Stingerler yiiksek gdzenek yapisina sahip ve buna bagli olarak nem tutma ve eksuda
emme kapasitesi yiliksek polimer yapida yara oOrti malzemeleridir. Mikron
boyuttaki gozenekler doku biiylimesini tesvik etmektedir. Silingerlerin gézenek
yapisi polimer konsantrasyonu ve tiirii ¢apraz baglama derecesi ile ayarlanabilir
[33]. Ornegin Kolajen siingerler yiiksek gozeneklilik ve su tutma kapasitesine
sahiptirler ancak hizli bozunurlar [49].Kuru eskarli yaralar ve 3. Derece yanik

yaralarinda kullanim i¢in uygun degildir [33].

2.5.6 Filmler

Filmler ince elastik polimerlerden fiiretilen goézenekli yapida, oksijen ve nemi
gecirebilen, mikroorganizmalarin gegisini engelleyen, otolitik debridmani
destekleyen ve yara bolgesine uygun sekilde sekillendirilebilen yara ortii
malzemeleridir. Sinirli emme kapasitelerinden dolay1 hafif eksudali yaralarda, ince
yanik yaralarinda, vendz katater bolgelerinde kullanima uygundur. Filmler
antibiyotik, nanopartikiil vb. biyoaktif ajanlar i¢cin miikemmel tasiyict olmasindan

dolay1 islevsellestirilebilir [33, 52].

2.5.7 Fiberler

Elektrospun yara ortli malzemeleri yiiksek yilizey alani, yiiksek gozeneklilik,
gelisgmis eksuda absorpsiyonu, su ve oksijen ge¢irgenligi, eksojen
mikroorganizmalarin gegisini engelleyen kiiciik gézenek cap1 gibi birgok avantaja
sahiptir[33]. Elektrospinning basit, hizli ve verimli bir yontem oldugundan nano

lifli yara Ortiisii tiretimi i¢in kullanim1 oldukg¢a yaygindir[54].
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2.6 Elektrospinning Yontemi ve Yara Ortiisii Uretiminde Kullanilmasi

2.6.1 Elektrospinning Yontemi

Tipik bir elektrospinning diizenegi, icinden elektrospin yapilacak sivinin zorlandigi
bir kilcaldan s1viya yiik enjekte eden pozitif veya negatif polariteye sahip bir yiiksek
voltaj kaynagindan olusur. Elektrospinning yonteminde elektrik alan kuvveti
stvinin ylizey gerilimini astifinda Taylor konisinin sonunda bir fiber jet disar1 atilir.
Fiber jeti atmosfer boyunca ilerleyerek ¢oziiciiniin buharlagsmasin1 saglar ve

sonunda kati polimer fiberlerin kolektor iizerinde birikimi gergeklesir[55].

Taylor Cone

Whipping
Instability

/ Syringe pump

High—Voltage
DC Supply

Rotating and Translating
Grounded Collector

Sekil 2.3 Elektrospinning sisteminin semast [55]

Elektrospinning yonteminde piirlizsiiz ve boncuksuz lif olusumu elektroegirme
parametrelerinden etkilemektedir. Bu parametreler voltaj, igne toplayici arasi
mesafe, akis hizi, ¢oziicli, polimer konsantrasyonu (viskozite) ve c¢ozelti

iletkenligidir[56]
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Tablo 2.1 Elektrospinning parametrelerinin fiber morfolojisi tizerindeki etkileri

[55]
Parametre Fiber morfolojisine etkisi
Voltaj # Fiber ¢cap1 6nce % , sonra# (monoton degil)
Fiber cap1 #(akis hiz1 ¢ok yiiksekse boncuklu
Akis Hiz1 ¢ p g
morfolojiler olusur)
Fiber ¢apig ( igne ve toplayici arasindaki
Igne- Toplayici aras1 mesafe fmesafe ¢ok kisa ise boncuklu morfolojiler
olusur)
Polimer Konsantrasyonu | )
_ ) Fiber ¢ap1 # (optimum aralikta)
(Viskozite)
Cozelti iletkenligi * Fiber ¢ap®(genis cap dagilimi)
Fiberler mikro-doku sergiler (yiizeylerinde
Coziicii uguculugu *
ylizey alanini artiran gozenekler)

T[] Voltaj: Uygulanan elektrik alanmin giicii, ¢ap olarak birka¢ mikrondan
onlarca nanometreye kadar olan liflerin olusumunu kontrol etmektedir[55].
Uygulanan voltajin kritik degeri polimerden polimere degismektedir ve
uygulanan voltajin artmasiyla daha ince polimer lifleri elde edilmektedir.
Bunun yaninda ¢ok zayif ya da ¢ok giiclii bir voltaj boncuklu liflerin
olusumuna yol agabilmektedir[56].

[J Akis Hizi: Polimer akis hizi nanoliflerin morfolojisi iizerinde bir etkiye
sahiptir ve ayrica lif morfolojisinin yan1 sira lif gozenekliligini de
etkileyebilir. Ek olarak, yiiksek akis hizlarinda, liflerin toplayiciya
ulasmadan Once tamamen kurumamasi nedeniyle 6nemli miktarlarda
boncuk kusurlar fark edilmektedir. Eksik lif kurutmasi ayrica serit benzeri

olusumuna yol agabilmektedir[55, 56].
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1 Igne-Toplayict mesafesi:_diizgiin ve homojen elektrospun nanolifler elde
etmek i¢in igne toplayici mesafesinin optimum olmasi gerekmektedir.
Yapilan ¢aligmalarla mesafe kisa tutuldugunda boncuk kusurlu ve biiyiik
capli mesafelerin olustugu mesafe uzatildiginda ise fiber ¢aplarinin azaldigi
tespit edilmistir. Mesafe kisa tutuldugunda olusan boncuk kusurlarinin,

polimer fiberin yetersiz kurumasindan kaynaklandig belirtilebilir [55, 56].

'] Polimer Konsantrasyonu (viskozite): Polimer konsantrasyonu cozeltinin
hem viskozitesini hem de yiizey gerilimini etkilemektedir [55].
Elektrospinning yiiklii bir jetin tek eksenli gerilmesine dayanan bir
prosestir. Yiklii jet ise polimer konsantrasyonundan Onemli Olgiide
etkilenir. Diisiik polimer konsantrasyonunda uygulanan elektrik alani ile
dolanmis polimer zincirlerinin toplayiciya ulagamadan parcalanmasina
neden olur ve boylece boncuk kusuru ortaya ¢ikar. Polimer konsantrasyonu
kritik degerin iizerine ¢ikarildiginda ise ¢ozeltinin viskozitesinin artmasina
bagl olarak ¢ozeltinin igne ucundan akisi zorlasacak ve igne ucunda
polimerin kurumasi gerceklesecektir. Optimum polimer konsantrasyonunda
ise viskozitedeki artis ile polimer zincirlerinin dolagsmasi artar ve ylizey

geriliminin listesinden gelinerek istenen boncuksuz fiberler elde edilir[56].

1 Cozelti Iletkenligi: Cozelti iletkenligi Taylor konisi olusumunu etkilemekle
birlikte nanoliflerin ¢aplarinin da kontrol edilmesinde etkilidir. Diisiik
iletkenlige sahip c¢ozeltilerde Taylor konisi olusumunu saglayacak yeterli
yiik olmadigindan elektrospinning islemi gerceklestirilemez. iletkenligin
kritik degerin tizerine ¢ikarilmasi da ayni sekilde Taylor konisi olusumunu

etkiler ve elektrospinning prosesini engeller[56].

[ Coziicl Uguculugu: Coziicli se¢imi, liflerin olusturup olusturamayacagi ve
lif gozenekliligini etkileyip etkilemedigi konusunda da kritik Oneme
sahiptir. Igne ucu ile toplayic1 arasinda yeterli ¢dziicii buharlasmasinin

gerceklesmesi i¢in ugucu bir ¢oziicii kullanilmasi gereklidir[55].
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2.6.2 Elektrospinning Yontemi ile Yara Ortii Malzemelerinin Uretimi

Elektrospinning basit, hizli ve verimli bir yontem oldugundan, nanolif sargilarin
iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir [54]. Elektrospun fiber matlar, yliksek
yiizey alani, yliksek gozeneklilik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin modiilasyonu
icin fiber ylizeyleri islevsellestirme yetenegi, eksiida emilimi ic¢in artirilmisg
kapasite, su ve oksijene karst artinlmig gecirgenlik ve ayrica eksojen
infiltrasyonunun etkili bir sekilde azaltilmasiyla ilgili kiiclik gdzenek caplarinin
varlig1 gibi dikkate deger Ozelliklere sahiptir[57, 58]. Ayrica, elektroegirme
islemiyle olusturulan lifli mimari, dogal hiicre dis1 matrise (ECM) benzerlik gosterir
ve hiicre baglanmasini ve ¢ogalmasini tesvik eder[59]. Bu avantajlar, elektroegirme
yonteminin son yillarda biyomalzeme iiretiminde 6n plana ¢ikmasini saglamaktadir
[46].

Elektrospinning yontemi hem dogal hem de sentetik polimerlerin uygulanmasinda
kullanima uygundur. Elektrospun kompozit matrislerin imalati yoluyla, sentetik
biyopolimerlerin saglam mekanik 6zelliklerini ve azaltilmis bozunma oranlarini
dogal polimerlerin dogal biyoaktif 6zellikleriyle entegre etmek miimkiin hale

gelmektedir [46, 59].

2.7 Polivinil alkol (PVA) ve Yara Iyilesmesine Etkileri

Polivinil alkol (PVA), uygun kimyasal ve termal stabilite, biyouyumlu, biyolojik
olarak pargalanabilir ve biyomekanik gibi énemli 6zelliklere sahip yar1 kristalli
suda ¢oziiniir sentetik bir polimerdir [15, 54, 60, 61]. Ozellikle elektrospinning ile
nanofiber malzeme iiretim kapasitesi nedeniyle yara ortiilerinin liretiminde One
cikmaktadir [54]. PVA fiziksel (dondurma-¢6zme, UV maruziyeti ve 1sil islem)
veya kimyasal (glutaraldehit, formaldehit veya glioksal gibi bazi aldehitler ve
1,2,3,4-biitan- tetrakarboksilik asit, sitrik asit gibi polikarboksilik asitler)
yontemlerle kolaylikla ¢apraz baglanabilir[62, 63]. Sitrik asit bir hidroksil ve ii¢
karboksil grubu i¢ceren dogal bir polisakkarittir, yesil elektrospinning islemine izin
veren dogal ¢apraz baglama maddesi olarak kullanilabilir ve yiiksek sicaklikta
karboksil gruplar1 ile PVA'nin hidroksil gruplari arasinda ester baglar1 olusturarak

PV A'nin ¢apraz baglanmasini saglar [64, 65].
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2.8 Jelatin ve Yara Iyilesmesine Etkileri

Jelatin (Jel), kolajenden tiiretilen biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilen
dogal bir polimerdir [66]. Ayrica jelatin, hiicrelerdeki integrin reseptorlerine
baglanan peptit dizilerine sahiptir, bu da yara sargisi uygulamalarinda hiicre
yapigmasini tesvik etmede 6nemli bir rol oynamasina yardimer olur[66]. Maliyet
etkinligine ragmen, biyomedikal uygulamalarda kullanim i¢in uygunlugu, bozulma
egilimi ve digik mekanik mukavemet gibi bazi dezavantajlarla sinirlidir. Bu
zorluklar jelatinin polivinil alkol (PVA) gibi polimerlerle birlestirilmesiyle
asilabilir [67, 68]

2.9 45S5 Biyoaktif Cam ve Yara Iyilesmesine Etkileri

Biyoaktif camlarin kemik rejenerasyonu i¢in kullanimi, osteojenik hiicreleri
uyarma 6zellikleri nedeniyle iyi belgelenmistir[69]. Son ¢aligmalar 45S5 biyoaktif
camin (agirlikea %45 Si02, %24,5 Ca0O, %24,5 Na20 ve %6,0 P205) yumusak
dokularla etkilesime girebildigini ve anjiyogenezi tesvik ederek ve vaskiiler
endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ekspresyonunu artirarak hizlandirilmig yara
iyilesmesinde etkili oldugunu ortaya koymustur [70-72] Ayrica, 45S5 biyoaktif
cam nanopartikiillerinin kan pihtilagsmasimi hizlandirdigi, yiizey piiriizliliginii,
1islanabilirligi ve yara Ortlisii malzemelerinin genel biyouyumlulugunu artirdigi

bildirilmistir[73].

2.10 Ure Kristali ve Yara Iyilesmesine Etkileri

Dogal Nemlendirme Faktorleri (NMF) cildin nemlendirilmesinde dnemli bir rol
oynamaktadir. NMF seviyelerindeki azalma stratum corneum da su kaybina neden
olmakta ve cildin elastikiyetini etkilemektedir. Ure cildin SC tabakasinda %7
civarinda bulunan dogal nemlendirici bir faktordiir. Cildin dogal nemlendirme
faktoriiniin bir bileseni olan ire, cildin neminin ve biitiinliigliniin korunmasinda
onemli bir rol oynamaktadir[74].

Ure, nemlendirme, keratolitik etki, antimikrobiyal savunma, epidermal
proliferasyonun diizenlenmesi ve cildin bariyer islevi i¢in gereklidir ve suda yiiksek

oranda ¢6ziiniir oldugundan dermatolojide siklikla kullanilir.
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Urenin farkli konsantrasyonlardaki etkileri su sekildedir; Diisiik konsantrasyonda
(%2-%10), nemlendirici ve keratolitik ajan orta konsantrasyonda (%10—%30),
keratolitik ajan ve yiiksek konsantrasyonda (%30) nekrotik dokunun giderilmesinde

cildin bariyer fonksiyonunun nemlendirilmesi ve optimize edilmesi [75].

2.11 Kontrollii fla¢ Sahm

Suda az ¢oziinen ilaglar i¢in uygun nano-tasiyict sistemlerin gelistirilmesi son
zamanlarda {lizerinde en ¢ok calisilan konulardan biridir. Ciinkii ilaglarin biiyiik bir
kism1 suda az ¢Oziiniir, buna bagl olarak az miktarda adsorbe edilir ve diisiik

biyoyararlilik 6zelligi gosterir [76].

2.11.1 Polimerik Nanopartikiillerin Kontrollii ila¢ Sahminda Kullanimi ve

Salim Mekanizmalari

Polimerik nanopartikiiller, 10-1000 nm araliginda bir boyuta sahip kat1 koloidal
partikiillerdir ve ilaci tutulabilen veya kapsiilleyebilen biyobozunur ve biyouyumlu
polimerler veya kopolimerlerden elde edilirler. ilag polimer yiizeyinde fiziksel
olarak tutulabilir veya kimyasal olarak yiizeye baglanabilir. Bu nano-tastyicilar,
kiigiik boyut, biyolojik bozunabilirlik, suda ¢6ziiniirliik, toksik olmama, uzun raf
omrii ve depolama sirasindaki stabilite gibi ¢ekici 6zellikleri ile bilinmektedir.
Polimerik nanoparcaciklarin ana islevi, farmasotik maddeyi belirli bir etki
bolgesine ulastirmak, daha yiiksek bir ilag konsantrasyonu elde etmek ve ucucu
ilaclarin stabilitesini ve ilacin etkinligini ve verimliligini arttirmaktir[77].

Polimerik nanopartikiiller, hazirlama yontemlerine gore smiflandirilir. Bunlar
nanokiire (ilacin polimer matrisine kovalent baglandig1) ve ilact ¢evreleyen bir
polimer membrandan (ilacin polimer igerisinde hapsedilmis oldugu) olusan

nanokapsiillerdir [78, 79].
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Sekil 2.4 Nanokiire ve Nanokapsiil Yapisi[80]

Baslica kontrollii ilag salim mekanizmalari; gdzeneklerin su dolmasi yoluyla ilag

diflizyonu, polimer matristen difiizyon, ozmotik pompalama ve erozyondur[81].

2.11.1.1 Gozeneklerin su dolmasi ile ila¢ difiizyonu:

Bozunabilir polimerik ila¢ salim sistemlerinde su polimerler tarafindan emilir,
bozunmaya baslar. Zamanla su dolu gozenekler olusur ve gozeneklerin boyutu
biiyiir. Bu sistemde ila¢ salim hiz1 bir gdzenek ag1 boyunca difiizyonla kontrol

edilir.
2.11.1.2 Polimer matristen difiizyon:

Bozunmayan ila¢ salim sistemlerinde ilag molekiilleri polimer matristen disari

difiize olur salim hizi sabittir.
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2.11.1.3 Ozmotik pompalama:
Su dolu gozeneklerden ilag tasimmasiin konveksiyonla gerceklesmesi yoludur.
Suyun sigmeyen bir sisteme akmasi ozmotik basingtan kaynaklanir ve bu kuvvet

sonucunda ila¢ salimi1 ozmotik pompalama yolu ile gerceklesir.

2.11.1.4 Erozyon:

Yiizey erozyonu ve yigin erozyonu olmak iizere iki sekilde gergeklesir. Yiizey
Erozyonu, polimer matrisin yiizeyden baslayarak bozunmasi ile gergeklesir.
Erozyon hiz1i su penetrasyonu hizindan yiiksek oldugu durumlarda gergeklesir.
Erozyon kinetigi kontrol edilebilir ve bir¢ok ila¢ salim uygulamalar1 i¢in idealdir.
Ayrica yavas su gegirgenliginden dolay1 suya hassas ilaglarin korunmasi avantaji
bulunmaktadir. Yigin Erozyonu, suyun penetrasyonu hizinin erozyon hizindan
yliksek oldugu durumlarda gegeklesir. Tiim matris homojen bir sekilde

bozunur|[81].

2.12 Kitosan ve Kitosan Nanopartikiillerin Uretim Yontemleri

Kitin, dogada selillozdan sonra en fazla bulunan, N-asetil-D-glukozaminden
olugsmus 6nemli polisakkaritlerden biridir. Kitinin deasetillenmis bir tlirevi olan
kitosan, B- (1,4)- 2-asetoamido-2-deoksi-D-glikoz ve B-(1,4)-2-amino-2-deoksi-D-
glikoz initelerinin  bir kopolimeridir. Kitosan da yapt olarak seliiloza

benzemektedir ve seliiloz gibi bir fiberdir [82].
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Sekil 2.5 Kitin ve Kitosanin yapisi[83]
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Kitosan, suda ¢oziinmez; ancak pH degeri 6.5'ten diisiik olan asidik ortamlarda
oldukgea iyi ¢6ziiniir. Formik, tartarik, sitrik ve asetik asit gibi seyreltik ¢ozeltilerde
1yi ¢ozlinme gosterir. Kitosanin, kitin ve seliilozdan farkli olarak sahip oldugu amin
grubu, ¢ozlinme sirasinda protonlanir ve bu nedenle kitosan pozitif yiiklii hale gelir
[84]. Bu 6zellik, kitosanin katyonik bir polisakkarit oldugunu gostermektedir. Diger
polimerlerin aksine, kitosan pozitif yiiklii (zayif bazik gruplardan dolay1) hidrofilik
bir polimerdir [85]. Bu o6zelliklerinden dolay1, kitosan negatif yiiklii polimerler,
makromolekiiller ve polianyonlar gibi bilesiklerle etkilesebilme kabiliyetine
sahiptir. Ayrica, kitosan biyouyumlu, toksik olmayan, stabil, biyolojik olarak

parcgalanabilir ve sterilize edilebilir 6zelliklere sahiptir [86].

2.12.1 Kitosan Nanopartikiillerin Uretim Yontemleri

Kitosan anyonlarla temas ettiginde jel ve boncuk olusturma egilimi gdosterir.
Kitosan nanopartikiilleri hazirlamak i¢in emiilsiyon-¢capraz baglama, emiilsiyon-
damlacik birlestirme, ¢Oktiirme, ters misel yontemi ve iyonik jellesme teknikleri
kullanilabilir. Uretim y&ntemlerine gére partikiil boyutu, stabilitesi, salim kinetik
profili ve toksisite gibi faktorler ayarlanabilir. Kitosan nanopartikiilleri kar taneleri

ve kiiresel sekil gibi diizenli bir araya gelme sekilleri sergiler[87, 88].

2.12.1.1 Emiilsiyon-¢apraz baglama

Bu yontem kitosan nanopartikiil iiretiminde kullanilan ilk yontemdir. Ayrica hem
kitosan nanopartikiil hem de mikropartikiil iiretimine elverislidir. Kitosan ¢ozeltisi
bir yag fazinda emiilsiyon haline getirilir ve yag i¢inde su emiilsiyonu gelistirmek
amaclanir. Yiizey aktif madde kullanilarak sulu damlaciklar stabilize edilir.
Kitosanin reaktif amino gruplariyla gluteraldehitin aldehit gruplar1 c¢apraz
baglanarak ¢apraz baglama islemi gerceklestirilir. Bu yontemde sulu parcaciklarin
boyutu ayarlanarak veya karistirma hizi ile nanopartikiil boyutu kontrol edilebilir.
Ancak bu yontemde organik c¢oziiciilerin ve gluteraldehit gibi toksik capraz
baglayicilarin kullanilmasi hiicre canlilig1 {izerine olumsuz etki yapabilmesinden
dolay1 dezavantajdir. Buna ek olarak yikama asamasinda reaksiyona girmemis

capraz baglayicilarin tamamen uzaklastirilmasi zordur[87, 88].
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2.12.1.2 Emiilsiyon-damlacik birlestirme

Bu yontem emiilsiyon capraz baglama yonteminin bir tiirevidir ve ilk olarak
mikropartikiillerin {iretimi i¢in 6nerilmistir. Stvi parafin yagi icinde ilag ve sulu
kitosan ¢ozeltisi, diger tarafta NaOH’in sulu kitosan ¢ozeltisi olarak iki ayri
emiilsiyon hazirlanir. Bu emiilsiyonlar yiiksek karigtirma altinda bir araya
getirilerilerek emiilsiyon damlaciklarinin rastgele c¢arpigsmasi saglanir. NaOH
cokeltici ajan olarak gore yapar ve kitosan nanopartikiillerini katilagmasini saglar.
Bu yontemde kitosan nanopartikiiller emiilsiyon damlaciklar icerisinde olusurlar

[87, 88].

2.12.1.3 Coktiirme

Coktiirme yonteminde , kitosan Oncelikle asetik asit i¢erisinde ¢oziiliir sonra kitosan
cozeltisi yliksek karistirma , piiskiirtme gibi yontemlerle etanol, metanol ve sodyum
hidroksit gibi alkali ¢ozeltilere eklenerek nanopartikiillerin olusumu saglanir.

Nanopartikiillerin ayristirilmasi icin filtrasyon veya santrifiij kullanilir [87].

2.12.1.4 Ters Misel Yontemi

Kitosan nanopartikiil iiretimi geleneksel Yag/Su fazinin aksine ters miseller Su/Yag
fazinda olugurlar. Ters misel yonteminde n-hekzan gibi bir organik ¢oziiciide
lipofilik bir yiizey aktif madde kullanilarak Su/Yag emiilsiyonu olusturulur.
Kitosan, ilag ve gluteraldehit iceren sulu faz siirekli karistirma altinda organik faza
eklenir. Coziicii buharlastirilmasiyla nanopartikiiller elde edilir. Bu yontemde
capraz baglayict miktar1 arttikca partikiillerin  boyutlarinda artis  oldugu
bildirilmistir [87, 88].

2.12.1.5 iyonik jellesme

Kitosanin yapisinda bulunan amin gruplan asidik ¢ozeltilerde NH** olusturmak
iizere protonlanir. Kitosan amin gruplarinin protonlanmasi ile katyonik 6zellik
gostermektedir ve katyonik yapisindan dolay1 polianyonlarla molekiiller aras1 ve
molekiiller i¢i ¢apraz baglanma gerceklestirerek hidrojel olusturma kapasitesi
gosterir. Fiziksel ¢apraz baglanma toksik reaktiflerin kullanilmamasi ile istenmeyen

etkilerin azaltilmasi ve gelismis biyouyumluluk agisindan oldukea ilgi gérmektedir.
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Iyonotropik jellesme tekniginde, katyonik bir polisakkarit olan kitosan, anyonik bir
polielektrolit olan TPP ile etkilesime girerek fiziksel c¢apraz baglanma
gerceklestirir. Bu etkilesim bir jel matrisinin olusmasina yol acarak kiiresel formda
kitosan nanopartikiillerinin {iretimiyle sonuglanir. Elde edilen siispansiyondan
kitosan nanopartikiillerin ve reaksiyona girmemis TPP’mn ayrilmasi santrifiij
yontemi kullanilarak yapilir. Kitosan nanopartikiillerinin sentezi i¢in gelistirilen
cok sayida yontem arasinda, iyonik jellesme teknigi, organik ¢dziicii icermemesi,
toksik olmamasi, hazirlama siirecinde kullanigh ve kontrol edilebilir olmast gibi

avantajlar1 nedeniyle biiytik ilgi gdrmiistiir [87-90].

2.12.2 Kitosan Nanopartikiillerin Kontrollii ila¢ Salminda Kullanimi

Kitosan nanopartikiiller biyobozunur , kararli, daha az toksik, biyouyumlu, yerinde
jellesme 6zellikleri, mukoadezif karakteri ve hazirlanmasi basit oldugundan ilag
salim uygulamalar igin ¢okga tercih edilirler. Ayrica Amerika Birlesik Devletleri
Gida ve Ilag Idaresi tarafindan giivenli olarak onaylanmistir. Kitosanin sulu asidik
cozeltide ¢oziinmesi de tehlikeli organik ¢oziiciilerin kullanimini gerektirmemesi
yOniinden avantaj saglamaktadir. Kitosan NP'ler ila¢ dagitiminda etkilidir ve ayrica
ilaclarin terapdtik etkinligini arttirir[91]. Kitosan, dnemli ilag yiikleme kapasitesi,
etkili adsorpsiyon performansi ve uzun raf démrii nedeniyle ila¢ dagitimi alaninda

cok yonlii uygulamalar bulmustur[22, 27].

2.13 ibuprofen

Nonsteroid antiinflamatuar ilaglar (NSAID'ler) sinifina dahil edilen ibuprofen (a -
metil-4-(2-metilpropil)-benzen asetik asit), agrinin hafifletilmesi, inflamasyonun
azaltilmasi ve atesin diisiiriilmesi amaciyla genis capta kullanilmaktadir[28].

Ibuprofen (IBP), Biyofarmasotik Smiflandirma Sistemine gore Smmf II ilag olarak

belirtilmis olup, yiiksek gec¢irgenlik ve az ¢oziintiirliik 6zelliklerine sahiptir [29, 92].

25



Ibuprofenin suda az ¢dziinmesi nedeniyle yiiksek dozajlarda kullanilmasi
durumunda yan etkilere yol agmaktadir[93]. Bu etkiler kontrollii ila¢ salim1 yoluyla
siirlanabileceginden ibuprofenin kontrollii salimi tercih edilmektedir. Ayrica
ibuprofenin kisa yar1 dmrii de (1.8-2.0 saat) kontrollii salim formiilasyonunu
gerektirmektedir[94].

IBU ile nanomalzeme yiizey arasindaki birincil etkilesim alanlarinin hidrojen bagi
ile iliskili oldugu varsayilmaktadir. Ozellikle, ila¢ molekiillerinin karboksil gruplar
ile OH gruplar1 arasindaki hidrojen baglarinin olusumunun hem goézenek
duvarlarinda hem de yiizeyde meydana geldigi varsayilmaktadir[95]. ITbuprofen
tastyict sistemlerinde ¢ozlinlirliigiin arttirilmasi ve ilag saliniminin kontrol edilmesi
amaclanmaktadir[93]. Ibuprofenin biyolojik etkinligini arttirmak ve yarilanma
omriinii uzatmak i¢in, nano-polimerik bir sistem ic¢ine entegre edilmesi
onerilmektedir. Nanoenkapsiilasyon siireci partikiil boyutlarint kiiciiltiir, sonug
olarak yiizey alanini yiikseltir ve ila¢ ¢oziintirliigiinii artirir. Bunun sonucu olarak

terapotik etkinlik artar [96].

(:H 3 N
) 1 _OH
(4 H 3 ;/’/:\/ pd g N -~
H/ 0.6 nm
///\\/ \\/ O
H,C v
< >
I nm

Sekil 2.6 Ibuprofenin yapisi[97]
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3

MATERYAL-METOD

3.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal listesi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Deneylerde Kullanilan Kimyasal Listesi

Malzeme Firma KAT ve CAS numarasi
Kitosan (low molecular | Sigma-Aldrich 9012-72-4
weight)

Kitosan (medium | Sigma-Aldrich 9012-76-4
molecular weight)

TPP Sigma-Aldrich 7758-29-4

HCI Merck K44798686 330
NaOH Merck 1310-73-2
Asetik Asit Merck K45886263 432
Ibuprofen Sigma 15687-27-1
Etanol Merck 64-17-5

Jelatin AppliChem 9000-70-8
Poli(vinil alkol) (PVA) | Aldrich 9002-89-5
Sitrik Asit Merck 77-92-9

Ure Sigma 57-13-6
Acetonitril Sigma-Aldrich 34851
Di-Sodyum Hidrojen | Fluka 7782-85-6
Fosfat

Sodyum Fosfat | Riedel-de Haen 13472-35-0
Monobasic Dihidrat
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3.2  Hayvan Deneyleri

Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi'nden

48 adet saglikli erigkin erkek Wistar rat (200-300 g, alti-sekiz haftalik) satin alindi.

Calisma onay1 Hatay Mustafa Kemal Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik

Kurulu'ndan alind1 (Karar no: 2021/01-15). Deneyler, Tiirk Deneysel ve Diger

Bilimsel Amaglarla Kullanilan Hayvanlarin Refah1 ve Korunmas1 Kanunu'na ve

2010/63/EU sayili Bilimsel Amagli Hayvanlarin Korunmasia Iliskin Direktif'e

uygun olarak yapilmistir. Hayvanlar ¢alismadan bir hafta 6nce rutin saglik

kontrolleri yapilmak iizere ¢alisma yerine gotiiriildii ve adaptasyon i¢in siire verildi.

Sicanlar ¢alisma boyunca kontrollii sicaklikta (22° +2 °C) ve 12 saat fotoperiyotta

tutuldu.
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Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Tablo 3.2 Deneylerde Kullanilan Cihaz Listesi

Cihaz

Marka-Model

Elektrospinning

Fytronix

Zetasizer Nano ZS

Malvern Instruments, Worcestershire,

UK

UV-Vis spectrophotometer

Scinco, S-3100, Seoul, Korea

Fourier Transform Infrared | Shimadzu- IRPrestige21
Spektrofotometre (FTIR)
pH Metre Inolab

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM, Zeiss Evo Ls 10

Santrifiij

NUVE NF 1200R

Hassas Terazi

Sartorius marka /CP225D model

Sonikator

Bandelin Sonopuls HD 2200

Liyofilizator

Martin Christ —Alpha 1N2 LDplus

Brunauer-Emmett-Teller (BET)

Micromeritics, TriStar IT 3020

Viskozimetre

RM100 LAMY RHEOLOGY

Ultrasonik Su Banyosu

Protech
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3.3.1 Fourier Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR) Analizi

FTIR analizi ile 650-4000 cm™araliginda belirlenen transmitans degerleri ve
literatiirde bunlara karsilik gelen gruplar temsil edilerek numunelerin igerikleri ve
fonksiyonel gruplar tespit edilmistir. FT-IR spektroskopisi, BG, kitosan NP ve

iiretilen membranlarin yiizey kimyasini analiz etmek tizere kullanilmistir.

3.3.2 Morfolojik Degerlendirme (SEM, EDS, ImagelJ)

Uretilen biyoaktif cam, kitosan ve liflerin morfolojisi, bir taramali elektron
mikroskobu (SEM; Carl Zeiss, EVO® Ls 10 T, Almanya) kullanilarak belirlendi.
SEM analizi 6ncesinde sputter coater cihazi (Emitech, Emitech K550X, UK) ile
vakum altinda tiim numunelerin yiizeylerine altin piiskiirtiildii. Liflerin ortalama
capii hesaplamak i¢in Java'nin ImageJ® yazilimi (stirim 1.53t) kullanild1 ve her
numune i¢in 60 lif ¢cap1 6l¢iildii. Biyoaktif cam icerigi ve membranlardaki dagilimi
SEM/EDS (EDS; Carl Zeiss, SmartEDX) ile {li¢ farkli nokta ile nokta analizi

yapilarak karakterize edilmistir.

3.3.3 N; adsorpsiyon-desorpsiyon analizi (Spesifik Yiizey Alan1 Analizi)

Biyoaktif cam tozlar1 ve iiretilen yara ortiisii lifleri 77.3 K'de yiizey alanmi ve
gozeneklilik analizorii (TriStar™ II 3020, Micromeritics, ABD) ile karakterize
edilerek numunelerin spesifik yiizey alani, ortalama gdzenek cap1 ve kiimiilatif
gbdzenek hacmi belirlenmistir. Yiiksek saflikta nitrojen (%99,9999, Habas, Tiirkiye)
kullanilmistir. Analiz 6ncesinde, yara oOrtiisii liflerinin degaz islemi 40 °C'de 24 saat
iken, biyoaktif cam tozlarinin degaz islemi 300 °C'de 16 saat boyunca yapilmistir.
Brunauer-Emmett-Teller (BET) yontemi, numunelerin spesifik BET yiizey alanini
tahmin etmek i¢in N2 adsorpsiyon-desorpsiyon izoterminden hesaplanmistir. BET
ylizey alanini hesaplamak i¢in 0,05 ila 0,3 arasinda degisen bagil basinglar (P/Po)
kullanilmistir. Ortalama gozenek cap1 ve kiimiilatif gézenek hacmi Barrett-Joiner-

Halenda (BJH) yontemi ile hesaplanmustir.
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3.3.4 Cozeltilerin Viskozitelerinin Ol¢iimii

(Cozeltinin akisa direnme kapasitesi olan viskozitesinin Sl¢iimii i¢in Viskozimetre
(RM100 LAMY RHEOLOGY) kullanilmistir. Viskozimetre, her 6l¢iim noktasi
icin kesme gerilimini kesme hizina bdlerek viskoziteyi hesaplar. Akiskan bir kesme
hizina (donme hiz1) zorlanir ve kesme gerilimi (motor torku) 6l¢iiliir. Kayma hiz1
ve kayma gerilimi degerleri daha sonra Newton denklemini ve kullanilan mobil ile
iligkili sabitleri kullanarak viskoziteyi hesaplar. Her bir ¢ozelti i¢in 3 tekrarli 6l¢iim

alinmis, standart sapma hesaplanmustir.

3.3.5 Cozeltilerin pH ol¢iimleri

Elektroegirme atimi Oncesi, hazirlanan PVA, Jelatin, BG ve sitrik asit i¢ceren sulu
cozeltiler hazirlandiktan sonra 3 tekrarli olarak oda sicaklifinda pH o6l¢iimii

yapilmustir.

3.3.6 Membranlarin Kaliniklarinin Olgiilmesi

Membranlarin kalinliklar1 dijital kumpas kullanilarak (Insize SL-1108-200),

membranlarin 6 farkli bélgesinden 6l¢iim alinarak belirlenmistir.

3.3.7 Membranlarin Mekanik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Membranlarin mekanik 6zellikleri kiicliik degisikliklerle ASTM D882-10
protokoliine uyularak Dinamik Mekanik Analizi (Devotrans- GPUG/R, Tiirkiye)
tension modunda (¢cekme modunda) oda sicakliginda belirlenmistir. Bu amagla 1
cm eninde 3 c¢cm uzunlugunda membranlar kullanilmistir. Olgiimlerden &nce,
filmlerin kalinlig1 bir kumpas kullanilarak rastgele alinan noktalarmin ortalama
degeri olarak kullanilmigtir. Test hizt 5 mm/dk. ve 6n yiikleme hiz1 0.1 mm/dk.
olacak sekilde ¢cekme testi gergeklestirilmistir. Test sonucunda elde edilen verilerle

young’s modulus ve elongation at break degeri belirlenmistir [98].

3.3.8 Sisme (S1v1 absorbsiyon) Testi

Membranlarin  sisme derecesi sivi absorplama kapasitesiyle belirlenmistir.
Oncelikle membranlar 1x1 cm? kesilmistir. 2 saat 105 °C etiivde kurutulmus ve

kuru agirliklart kaydedilmistir.
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Membranlar 24 saat boyunca ortam kosullarinda (25°C) distile su igerisinde
bekletilmis ve sonrasinda fazla yilizey suyu bir filtre kagidi kullanilarak
uzaklagtirilarak tartimlari alinmistir. Sisme yilizdesi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplanmisgtir:

Sisme (%) = [(W2 - W1)/ W1] x100 (1)

Burada W> ve W ise sirastyla 1slak ve kuru filmin agirliklarint gostermektedir [99].
3.3.9 Porozite Testi

Membranlarin gdzenekliligi etanol yer degistirme teknigi ile dl¢iilmiistiir. Oncelikle
membranlar 1x2 c¢m? kesilerek hazirlanmigtir. Membranlarin kalinliklart dijital
kumpas kullanilarak (Insize SL-1108-200) 6l¢iilmiis ve membranlarin hacimleri
hesaplanmistir. Membranlarin kuru agirliklar: tartilmis ve sonrasinda 1 saat etanol
icerisinde 1slatilarak doygunluk agirliklart kaydedilmistir. Porozite yiizdesi

asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmaistir:
Porozite (%)= [ (W1-Wo) / pV 1100 2)

Burada Wy(g) ve Wi (g), sirastyla kuru agirlik ve etanol sonrast membranin
agirhgim temsil eder. p (g/cm?) etanoliin yogunlugunu ve V (cm?) membranin

hacmini gostermektedir [100].
3.3.10 Su buhar iletim hiz1 (SBiH)

Yara ortiisiit membranlarin Su Buhari iletimi (WVT) ve Su Buhar1 Gegirgenligi
(WVP) ol¢giimleri, kiigiik modifikasyonlarla ASTM E-96-00 kurutucu (dessicant)
yontemi ile gerceklestirilmistir (Raheem, 2019). Daha sonra bir tarafi kapatilmis
1000 mikro litrelik pipetlerin i¢ine yaklasik 400 mg olacak sekilde nem cekici
(kurutucu) ajan olarak mavi silika boncuklar eklenmis ve ug tarafi kesilmis 200
mikrometrelik pipetler ile membranlar arada kalacak sekilde kapatilmigtir. Tiim
tipler tartilmis ve toplam ilk agirlik olarak kaydedilmis. Daha sonra bu deney
sistemi i¢ine su konulmustur ve 24 saat boyunca 37 °C'de % 90 bagil nemde (RH)
bir desikatore yerlestirilmistir. WVT ve WVP, asagida verilen denklem kullanilarak

belirli zamanlardaki tiiplerin agirlik degisimine gore belirlenmistir [101].
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WVT=[(w/t)/A] 3)
Burada w/t zamanla agirlik artigi ve A membranin yiizey alanidir (m?).
WVP=[(WVT)x(e)/(Psx(RH; -RH> ] 4)

Burada e membranin ortalama kalinligi (m), Py 6l¢iim sicakligindaki su buhari

doyma basinci, RH; desikatdrdeki bagil nem ve RH> tiipteki bagil nemdir.
3.3.11 Biyodegredasyon

Nanofibréz membranlarin bozunma davranislar1 yapay viicut stvilart (Y VS, pH 7.4)
icerisinde belirli periyotlarda bekletilerek gerceklestirilmistir. ~ Oncelikle
membranlar tartilarak ilk agirliklar1 belirlenmis ve kaydedilmistir. Daha sonra
membranlar falcon igerisinde YVS'ye daldirilmis ve belirtilen siireler boyunca (1.,
2.,7.,28., 84. giin) 37 °C'de calkalayicida bekletilmistir. Membranlar falkonlardan
cikarilarak, vakum etiivde kurutulmus ve son agirliklar tartilmistir. Yiizde

bozunma oran1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir;
Biyodegredasyon (%) = [(Wi - Wf)/ Wi [x100 ®))

Wi, YVS'ye daldirilmadan 6nce membranin ilk agirligi ve Wf ise YVS’den
cikartildiktan sonraki agirligidir.

3.3.12 In vitro Antibakteriyel Test

Membranlarin antimikrobiyal aktivitesi gram-pozitif Staphylococcus aureus (S.
aerous) ATCC (25923) ve gram-negatif Escherishia coli (E. coli) ATCC (25922)
bakteri suslarina kars1 agar disk diflizyon yontemi kullanilarak degerlendirilmistir.
Steril PBS icinde 0,5 McFarland S. Aerous ve E. coli bakteri kolonisi kullanilarak
homojen bir bakteri ¢ozeltisi olusturulmustur. Bakteriler daha sonra sterilize
edilmis bir cam ¢ubuk kullanilarak nutrient-agar biiyiime ortamina yayilmistir. UV
ile sterilize edilmis 6 mm ¢apindaki membranlar petri kaplarina yerlestirilmis ve
agar plakalar1 37°C'de 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Inhibisyon ¢apini hassas
bir sekilde oOlgmek icin cetvel kullanilmistir. Testler n =3 olacak sekilde

gerceklestirilmistir.
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3.3.13 In vitro Hiicre Canlilik Testi

Membranlarin hiicre canliligr testi, ISO 10993-5:2009 prosediiriine géore MTT (3-
[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide) teknigine dayali
olarak [.929 fibroblast hiicre hatti ilizerinde gergeklestirilmistir. Testten Once
membranlar UV 15181 altinda 30 dakika boyunca her iki yonde sterilize edilmistir.
Membranlarin ekstraksiyonu i¢in ISO 10993-12:2012 standardi referans alinmstir.
Bu nedenle, tiim steril membranlar 0,1 g olarak tartilmistir. Membranlar Dulbecco's
Modified Eagle Medium (DMEM) i¢inde 37 °C'de 24 saat boyunca ekstrakte
edilmis ve membranlarin ekstraktlari sterilizasyondan sonra sitotoksisite testi i¢in
steril 0,22 pl siringa filtresi kullanilarak kullanilmigstir. L929 fibroblast hiicreleri (1
% 105 hiicre/ml) 96 kuyucuklu bir plakaya ekilmis ve 24 saat boyunca inkiibe
edilmigtir. 50 pl MTT boyast plakanin her kuyucuguna eklenmis, 2 saatlik
inkiibasyondan sonra kolorimetrik yogunluk (absorbans degeri) bir Mikroplaka
Okuyucu kullanilarak 570 nm'de (referans dalga boyu 650 nm) dl¢lilmiistiir. Pozitif
kontrol %1 fenol ¢ozeltisi, negatif kontrol ise DMEM idi. Sonuclar negatif
kontroliin %100 canli oldugu varsayilarak hesaplanmistir. Hiicre canlilig1 yiizdesi

asagidaki denklem kullanilarak hesaplanmistir.
Hiicre Canlilig1 (%) = [(As-Ab)/(Ac-Ab)]x100 (6)

As; Hiicre-ekstrakt etkilesiminin absorbansi, Ac; Ekstrakt etkilesimi olmayan

hiicrenin absorbansi, Ab; Bos (DMSQO) absorbansi [102].

3.3.14 In vivo yara modeli ve histopatolojik degerlendirme
3.3.14.1 Gelistirilen yara ortiilerinin in vivo deneysel tasarim ve yara

alam ol¢iimii

In vivo hayvan deneyi, Hatay Mustafa Kemal Universitesi Deneysel Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nde kirk sekiz adet saglikli yetiskin erkek Wistar sican (200-
300 g, alti-sekiz haftalik) kullanilarak gerceklestirilmistir. Calismadan bir hafta
once hayvanlar rutin saglik kontrollerinden geg¢irilmek iizere g¢aligma yerine
gotliriilmiis ve adaptasyon i¢in zaman taninmistir. Sicanlar ¢alisma boyunca
kontrollii bir sicaklikta (22° £2 °C) ve 12 saatlik fotoperiyotta tutulmustur. Genel
anestezi indiiksiyonunu takiben (Ketamin HCI 50 mg/kg ve Ksilazin HCI 10 mg/kg,

1.p.), sicanlarin sirt killar1 tiras edildi ve bolge povidon iyot ile sterilize edildi.
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Tiim siganlarin dorsal tarafinda 1x1 ¢cm (1 ¢cm?) tam kalinlikta eksizyonel yara
olusturuldu. Hayvanlar rastgele dort deney grubuna ayrildi (her biri n=12). Tiim
tedaviler yara bolgesini kapsayacak sekilde bir kez uygulanmistir. Tiim gruplar 7.
giin ve 14. giindeki iyilesme derecelerini karsilastirmak i¢cin 7 ve 14 giinliik alt
gruplara ayrilmis ve ayri kafeslere yerlestirilmistir (her biri n=6). 7. ve 14. giinlerde
sicanlara derin anestezi (ksilazin HC1 10 mg/kg ve ketamin HCI 100 mg/kg, i.p.)
uygulandi ve 6tenazi yapildi. Dorsal hat yara bolgesi cerrahi bir bigak ve makas ile
eksize edildi. Her hayvandan aliman Ornekler histopatolojik  ve
immiinohistokimyasal analiz i¢cin % 10 formalin sollisyonunda saklandi. Tim
hayvanlarin yara alanlari, yara olusturulduktan 0, 1, 3, 5, 7, 10 ve 14 giin sonra
dijital bir kamera ile ayr1 ayr1 fotograflandi. Yara yiizey alani (cm?) Image Jx2

yazilimi kullanilarak ol¢tilmiistiir.

Sekil 3.1 /n vivo yara modeli deneysel tasarimi
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3.3.14.2 Yara bolgelerinin histopatolojik ve immiinohistokimyasal

analizi

Mikroskobik degerlendirme i¢in 7. ve 14. giinlerde biyopsiler alinmistir. 10 notral
tamponlu formalin iginde 24 saat fiksasyondan sonra, deri ve deri alti dokular
standart histolojik islemler i¢in kesi hatti merkez alinarak eksize edilmistir.
Ornekler %10 nétral tamponlu formalin icinde sabitlendi, kademeli alkollerde
dehidrate edildi ve ardindan parafine gomiildi. 4 pm kalinliginda kesitler yapilmis
ve rutin histolojik protokoller kullanilarak hematoksilen-eozin (HE) ve Masson'un
trikromu (MT) ile boyanmistir. HE boyali kesitlerde yeniden epitelizasyon ve
enflamasyon degerlendirilmis, yeniden epitelizasyonu degerlendirmek icin yara
alanindaki epitel kalinlig1 bazal tabakadan en {ist tabaka kalinligina kadar 3 farkli
alandan Olclilmiis ve ortalamast Olympus DP2BSW yazilimi kullanilarak
hesaplanmistir. Enflamasyonun degerlendirilmesi i¢in Atici ve arkadaslarinin
caligmast modifiye edilmistir. Yara alan1 x100 biiyiitmede (BBA) tarandiktan sonra
inflamasyonun en yogun oldugu alan secilerek x200 BBA'da enflamatuar hiicre
sayimi1 yapilmistir. Akut enflamasyonu degerlendirmek icin ndtrofil 16kositler
(PMNL), kronik enflamasyonu degerlendirmek icin lenfositler, makrofajlar ve
plazma hiicreleri sayilmis ve toplamlarina gore skorlanmistir [103]:

Skor 0: 0-4 enflamatuar hiicre/200 BBA

Skor 1: 5-20 enflamatuar hiicre /200 BBA

Skor 2: 21-80 enflamatuar hiicre/200 BBA

Skor 3: >80 enflamatuar hiicre/200 BBA

Masson trikrom ile mavi boyanan kolajen liflerin x200 BBA kaplayan dokuya oran1
Java'nin ImageJ® yazilimi (siirim 1.53t) kullanilarak hesaplandi ve asagidaki
sekilde puanlandi [103].

Skor 0: yok

Skor 1: <%10 kolajenizasyon

Skor 2: %10-49 kolajenizasyon

Skor 3: >%50 kolajenizasyon
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Neovaskiilarizasyon immiinohistokimyasal calisma ile degerlendirilmistir; doku
kesitleri ksilende deparafinize edilmis ve ardindan kademeli etil alkol
konsantrasyonlarinda (%100, %96, %80, %70 ve su) dehidre edilmistir. Anti-CD
31 (DAKO, Monoklonal Fare Anti-insan, Klon JC70A, kullanima hazr,
Danimarka) antikor i¢in antijen geri kazanimini indiiklemek {izere sitrat
tamponunda mikrodalgada 1sitilmistir (1/50 diliisyon, Dako). Endojen peroksidaz
aktivitesi, lamlar peroksidaz bloklama soliisyonunda 5 dakika inkiibe edilerek bloke
edilmistir. Boyama tespit sistemi olarak EnVision Tespit Kiti (Env FLEX, Yiiksek
pH, DAKO) kullanildi. Kesitler hematoksilen ile kars1 boyandi, etanol ile dehidrate
edildi ve bir lamel ile kalic1 olarak kapatildi. Mikrovaskiiler yogunluk anti-CD31
monoklonal antikor uygulanmis preparatlarda degerlendirildi. Mikrovaskiiler
yogunluk x200 biiyiitme optik alan1 bagina yeni mikrodamar sayisi olarak
Ol¢iilmiistiir. X100 biiylitmede yiiksek vaskiiler yogunluga sahip rastgele ii¢ alan
secildi ve mikrodamarlar x200 biiyiitmede sayildi. Nihai mikrodamar yogunlugu
skoru bu ii¢ alandaki damarlarin ortalama sayisi olarak hesaplandi. Kas tabakasi
iceren damarlar mikrodamar saymmina dahil edilmemistir. Her gruptaki tiim
ornekler Olympus BX51 (Olympus corp., Tokyo, Japonya) 1sik mikroskobu,
Olympus DP72 mikroskop dijital kamera sistemi ve Olympus DP2BSW yazilimi
kullanilarak enflamasyon, kolajenizasyon, epitelizasyon ve neovaskiilarizasyon

acisindan sistematik olarak degerlendirildi.
3.3.15 Nanopartikiil boyutu, polidispersite indeksi ve zeta potansiyeli

Ibuprofen iceren ve icermeyen kitosan nanopartikiilleri, Zetasizer Nano ZS
(ZEN0040, Malvern Instruments, Worcestershire, UK) cihazi kullanilarak ortalama
partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli agisindan
karakterize edilmistir. Ortalama partikiil boyutunun belirlenmesi dinamik 151k
sa¢ilim1 (DLS) yontemi kullanilarak gergeklestirilmistir. Zeta potansiyel dagilimi
Lazer Doppler Elektroforez (LDE) yontemi kullanilarak degerlendirilmistir ve Z-
ortalamasi (Z-avg) harmonik agirlikli yogunluk ortalamasini temsil etmektedir.

Analiz li¢ kopya olarak gergeklestirilmistir.
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3.3.16 Verim, Enkapsiilasyon Etkinligi ve fla¢ Yiiklemesi

Iyonik jellesme yontemiyle sentezlenen IBU yiiklii KNP'lerin verimi gravimetrik
yontem  kullanilarak  belirlenmistir.  Sentezlenen IBU yiikli KNP'leri
siispansiyondan izole etmek i¢in santrifiij kullanilmistir. Santrifiijleme islemi 4
°C'de 40 dakika boyunca 14.000 rpm'de gerceklestirilmistir. Daha sonra,
liyofilizasyonu takiben nanopartikiiller tartilmistir. Verim yiizdesi Esitlik[22]

kullanilarak belirlenmistir:
Verim(%)=[Nanopartikiillerin agirligi/Polimer ve ibuprofenin ilk agirligi]x100 (7)

Ibuprofen yiiklii KNP'lerin kapsiilleme etkinligi (EE) ve yiikleme kapasitesi (YK)
UV-Vis spektrofotometresi (Scinco, S-3100, Seul, Kore) ile degerlendirilmistir.
Hapsedilmemis ibuprofeni 6lgmek icin, hazirlanan siispansiyon 4°C'de 40 dakika
boyunca 14.000 rpm'de santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden sonra elde edilen
siipernatant, UV-Vis spektrofotometre kullanilarak analize tabi tutulmus ve
maksimum absorpsiyon 265 nm'de tespit edilmistir. Ibuprofen konsantrasyonu bir
kalibrasyon egrisi kullanilarak tespit edilmistir. Enkapstilasyon etkinligi (EE) ve
yiikleme kapasitesi (YK) yiizdesi sirasiyla Esitlik (8) ve Esitlik (9) kullanilarak

hesaplanmuigtir:

EE (%)=[Nanopartikiillerdeki ibuprofen agirligi/ibuprofenin baslangig agirligi]
x100 (®)

YK (%)=[Nanopartikiillerdeki ibuprofen agirligi/Nanopartikiil agirligi]x100 (9)
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3.3.17 ibuprofenin in Vitro ila¢ Salim Cahsmalari

KNP'lerden kapsiillenmis ibuprofenin salim ¢alismasi, simiile edilmis bir biyolojik
sivi olan fosfat tampon salin (45 ml, pH 7.4) icinde gerceklestirilmistir.
Dondurularak kurutulmus IBU yiikli-KNP'ler diyaliz membranlar1 (50 mg) i¢ine
yerlestirilmis ve salim siireci 37 °C'de 100 rpm'de calkalamali inkiibator (Lab
Companion SI-300R, Kore) kullanilarak gerceklestirilmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda, salim ortamindan 3 mL ¢ekilmis ve taze ortamla doldurulmustur.
Fosfat tampon salin (PBS) ¢6zeltisindeki Ibuprofen miktar1 265 nm'lik maksimum
absorpsiyonda (Amax) UV-Vis spektrofotometre (Scinco, S-3100, Seul, Kore)
kullanilarak belirlenmistir. Her 6l¢iim ii¢ bagimsiz belirlemenin ortalamasi olarak

elde edilmistir. Konsantrasyonlar kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenmistir (R?

,0.998).

Absorbance
© O © 9O =~ = S s 4N
N SN (o)) [00] o N SN (o)} (o] o
1 N 1 1 1 1 1 1 N | I 1 N ]

o
o
[

Equation y=a+bx
Plot Absorbance
Weight

Intercept

Slope

Residual Sum of Squares
Pearson's r

R-Square (COD)

Adj. R-Square

No Weighting

005429 + 0.00885

1.34735 £ 0.0168
000834
099899
099798
099783

T T T T T T T T T T T !
04 06 08 10 12 14
Concentration (mg/ml)

0.0 0.2

Sekil 3.2 Ibuprofen kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.3 Ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiil ve ibuprofen yiiklii kitosan
nanopartikiil membrandan ila¢ salim ¢alismast

3.3.18 Matematiksel Modelleme ve Salim Kinetigi

Kitosan nanopartikiillerden ibuprofen salim mekanizmasini aragtirmak igin, in vitro
salim verilerini analiz etmek {izere bir dizi kinetik model kullanilmistir. Kinetik

modellerin denklemleri asagida verilmistir[ 104]:
Sifirmer dereceden kinetik model

Q¢ = Qo + kot (10)
Birinci dereceden kinetik model

logQ, = logQ, — k1t (11)
Higuchi kinetik modeli (difiizyon modeli)

Qe = Qo +kyt'/? (12)
Korsmeyer-Peppas kinetik modeli (difiizyon/relaksasyon modeli)

Q¢ = kyt™ (13)
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Qo baslangigtaki ilag miktarini, Q; "t" zamanindaki kiimiilatif ilag salimini, Ko
sifirinc1 dereceden salim sabitini, K; birinci dereceden salim sabitini, Ky Higuchi
sabitini, KKP Korsmeyer-Peppas sabitini ve n ila¢ salim mekanizmasini karakterize

eden salim iissiinii gostermektedir.

Salim mekanizmasi, Korsmeyer-Peppas modelindeki n iissii ile karakterize edilir. n
<0.43 oldugunda, Fickian difiizyonu gosterir. Eger n = 0.85 ise, polimer matrisinin
gevsemesi ve sismesi ile iligkili Durum II taginimini ifade eder. 0.43 <n < 0.85
oldugunda, hem difiizyon hem de Durum II tasima mekanizmalarinin bir

kombinasyonundan kaynaklanan anormal tagimay1 temsil eder[105].
3.3.19 istatistiksel Analizler

Istatistiksel analiz yapilmadan once, veriler parametrik test varsayimlari olarak
normallik agisindan incelenmistir. Her degisken i¢in tanimlayici istatistikler
hesaplanmis ve "Ortalama + Ortalamanin Standart Hatas1" olarak sunulmustur.
Porozite, sisme testi, su buhari iletim hizi, hiicre canliligi (%), yara kapanmasi (%),
epitel kalinlig1 ve yeni olusan yara damarlarinin sayis1 i¢in istatistiksel analiz tek
yonlli varyans analizi (ANOVA) ve ardindan Tukey'in ¢oklu karsilastirma testi
kullanilarak yapilmistir. Enflamasyon ve kolajenizasyon igin istatistiksel analiz
Kruskal-Wallis testi ve ardindan c¢oklu Kkarsilastirmalar igin Dunn's testi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin analizi i¢in Stata versiyon 16.1
(StataCorp, College Station, TX, ABD) ve GraphPad Prism istatistik yazilimi
(GraphPad Software Inc., ABD) kullanilmistir.ve GraphPad Prism istatistik
yazilimi (GraphPad Software Inc., ABD) kullanilmigtir.

3.4 Deneylerde Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

3.4.1 Membran Uretiminde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanmasu.
3.4.1.1 PVA Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Agirlikga farklit PVA konsantrasyonlarinda (%10, %12, %12.5 %15, %18, %20)
sulu veya %20 v/v asetik asit iceren stok cozeltiler hazirlanmistir. Ultra saf
deiyonize suda veya %20 v/v asetik asitte 80°C'de 4’er saat boyunca manyetik

karistiricida tamamen ¢ozdiirtiliir.
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3.4.1.2 Jelatin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

Agirlikea farkli Jelatin konsantrasyonlarinda (%10, %12.5) sulu stok ¢ozeltiler ultra
saf deiyonize suda oda sicakliginda manyetik karistiricida homojenize edilerek
hazirlanir.

3.4.1.3 Ure Cozeltisinin Hazirlanmasi

Uretilen membranin toplam polimer agirligmin %10 ‘u oraninda iire (inorganik tuz)

iceren sulu ¢6zelti hazirlanir.

3.4.2 Kitosan Nanopartikiil Uretiminde Kullamlan  Cézeltilerin

Hazirlanmasi
3.4.2.1 Kitosan Cozeltisinin Hazirlanmasi

Medium veya diisiik (low) molekiiler agirlikli kitosan 125 mg/ 25 ml asetik asit (%
2 v/v), 200 mg/25 ml (%2 v/v) asetik asit ¢ozeltisinde 50 °C 24 saat boyunca
cozdiiriiliir. Cozltinmeyen kitosanin uzaklastirilmasi i¢cint4 °C 9000 rpm’de 40
dakika santrifiij edilir. Verim hesabi i¢in falkonlarda kalan kitosan 50 °C 24 saat
boyunca kurutulur ve tartim alinir.

3.4.2.2 Asetik Asit Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

% 2 v/v asetik asit ¢ozeltisi 20 ml glasial asetik asit ve 1000 ml ultra saf su balon

jojede karistirilarak hazirlanir ve ortam sartlarinda saklanir.

3.4.2.3 TPP Cozeltisinin Hazirlanmasi

Sodyum Tripolifosfat (TPP) stok ¢ozeltisi 2 mg/ml olacak sekilde ultra saf suda

¢oOziilerek hazirlanir.
3.4.2.4 PVA Cozeltisinin Hazirlanmasi

PVA ¢ozeltisi % 1 w/w oraninda 1g/100 ml olarak hazirlanir ve +4 °C’de muhafaza

edilir.
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3.5 Deneysel Metotlar

3.5.1 Elektrospinning Yontemiyle Membranin Uretimi

PVA (%15 w/w) ve Jelatin (% 12.5 w/w) 90:10, 85:15, 80:20, 70:30 ve 60:40
oranlarinda hazirlanarak, elektrot ile kapiller aras1 10 cm olarak belirlenmis ve 18-
25 kV'a ayarlanmis pozitif bir yiiksek voltaj kaynagina bagh 19,21,22,23 gauge
metal igne liretim gergeklestirilmistir. Siringa besleme hiz1 450-500 pl/ saat veya 8
pl/dakika olacak sekilde ve tambur doniis hiz1 % 30 (300 rpm) olarak ayarlanmistir.
Membranin ¢apraz baglanmasi ise; PVA-Jelatin karisimina polimer agirliginin %
5-20 arasinda sitrik asit eklenerek olusturulan membranlarin 170 °C’de 3 saat

wsitilarak capraz baglanma gerceklestirilmistir[ 106].

3.5.2 Ure iceren Yara Ortii Malzemesi Uretimi

PV A:Jelatin 90:10 kombinasyonunda, agirlik¢a %3 biyoaktif cam ve agirlikca %15
sitrik asit igeren membran, capraz baglamadan sonra tambura sarilir. %10 tire
konsantrasyonunun cilt hidrasyonunu iyilestirmede en biiyiik etkiye sahip oldugu
bildirildiginden ¢alismada %10 iire tercih edilmistir[107]. Membrandaki polimerin
agirhigma gore %10 iire, saf deiyonize su iginde ¢oziiliir. Ure soliisyonu 12kV voltaj
bagli siringaya yerlestirilir ve toplayicidan pompaya 10 cm mesafede, 200 rpm'lik
bir tambur rotor hizinda ve 3500 pl/sa'lik bir akis hizinda elektrospreyleme ile
membran ylizeyine atilir. Yiizeyi {ire igeren membran vakum etiiviinde 50°C'de 2

saat kurutulur.
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Sekil 3.4 Elektrospinning ¢alismalar1

Tablo 3.3 PVA Konsantrasyon Deneme Caligmalari (Sulu Sistem)

No |PVA [Jel |Ure |BG | Voltaj | Besleme | Akis Sonuc
(%) | (%) [ (%) | (%) | (kV) Hacmi | Hiza
(ml) (ml/dk)

1 10 - - - 26-28 |1 8-12 Atis yapildi ancak ¢ozelti ¢ok
seyreltik oldugundan
puskiirtme gézlemlenmistir.

2 12 - - - 28 1 20 Atig yapildi c¢ozelti seyreltik
oldugundan yer yer piiskiirtme
gozlemlenmistir. Membran
olusumu gdzlemlenmistir.

3 15 - - - 28 2.5 200 Atis  yapildt ve membran

(ml/h) [ olusumu gozlemlenmistir.

4 18 - - * 1 * (Cozelti ¢ok viskoz oldugundan
atis yapilamamuistir.

5 20 - - * 1 * (Cozelti ¢ok viskoz oldugundan

atis yapilamamustir.

[J Atim yapilamadigindan data bulunmamaktadir.
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Tablo 3.4 Sulu Sistem Membran Uretim Calismalar

No | PVA | Jel Ure |[BG | Voltaj | Besleme | Akis Rotor | Oda Uzakhk | igne
(%) | (%) | (%) | (%) | (kV) Hacmi Hizx Hizx Sicakhigi | (cm) (&)
(ml) (ml/dk) | (rpm) | (°C)
1 15 - - - 28 6 8 300 30 14 23
2 12 10 - - 28 8 10 300 31.5 12 21
3 15 125 |- - 28 10 10 300 26.5 6 23
4 15 125 |- - 28 10 8 300 25.8 6 23
5 15 125 |10 - 25-27 |10 8 - 242 10 21
6 125 | 125 |- - 23-27 |10 450-500 | - 241 10 22
(ml/h)
Tablo 3.5 % 20 (v/w) Asetik Asit ile Membran Uretim Calismalari
No | PVA Jel | Ure | BG | Voltaj | Besleme | Akis Rotor | Oda Uzakhk | igne
(%) (%) | (%) | (%) | (KV) Hacmi | Hiz1 Hiz1 | Sicakhigi | (cm) G
(ml) (ml/dk) | (rpm) | (°C)
1 12 - - - 28 2 8 300 31.9 12 19
2 15 - - - 26 8 8 300 31.2 11 23
3 15 - 10 |- 26 6 8 300 314 11 23
4 12 10 |- - 28 8 10 300 31.5 12 19-
21
5 15 - - - 28 10 10 300 26.3 6 23
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Tablo 3.5 (devami) % 20 (v/w) Asetik Asit ile Membran Uretim Calismalari

No |PVA |Jel |Ure | BG [ Voltaj | Besleme | Akis Rotor | Oda Uzakhk | igne

(%) (%) | (%) | (%) | (kKY) | Hacmi | Hizi Hiz1 | Sicakhg | (cm) (&)
(ml) (ml/dk) | (rpm) | (°C)

6 15 12.5 | - - 15.3 10 8 300 26.5 6 23
(70) [ (30)

7 15 12.5 | - - 16.5 10 8 300 25.8 6 23

8 15 12.5 | - - 15-20 | 10 8 300 254 6 23
(90) (10)

7 15 12.5 | - - 15-20 | 10 8 300 254 6 23
(80) (20)

8 15 125110 |- 15-20 | 10 8 300 24 10 23
(70) (30)

9 15 125110 |10 [15-20 |5 8 300 24 10 23
(70) (30)

10 |15 125110 |1 15 8 8 300 24 10 23
(70) [ (30)

11 |15 125|110 |- 17 10 8 300 22.6 10 23
(80) [ (20)

12 |15 12.5 | - - 12-23 |10 8 300 21.6 10 21
(80) (20)

Sitrik asit ile capraz baglama islemi ger¢eklestirileceginden asetik asit yerine sitrik

asit tercih edilmistir ve sonraki deneyler sitrik asit ile gerceklestirilmistir.
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Tablo 3.6 Sitrik Asit ile Membran Uretim Calismalari

No | PVA Ure | BG | Sitrik Voltaj | Besleme | Akis Rotor | Oda Nem | Uzakhk
Jelatin | (%) | (%) | Asit (%) | (kV) | Hacmi | Hizi Hiz1 | Sicakh@ | (%) | (cm)
(ml) (ul/h)  f (rpm) | (°C)
70:30 - 2 15 15-18 | 5ml 450 300 213 35 10
80:20 - 1 5 15 5ml 450 300 23.7 36 10
80:20 - 1 7.5 18 5ml 450 300 22 33 10
4 1 80:20 - 1 10 18 Sml 450 300 24.6 37 10
5 | 80:20 - 1 15 18 5ml 450 300 22.2 32 10
6 | 80:20 - 1 20 18 5ml 450 300 21.1 36 10
7 | 80:20 - - 20 18 5ml 450 300 19.3 24 10
8 | 80:20 - - 15 18 5ml 450 300 20.3 32 10
80:20 - 2 15 18 5ml 450 300 20.1 36 10
80:20 - 3 15 15-18 | 5ml 500- 300 21.4 33 10
450
80:20 - 4 15 18 5ml 450 300 22.1 32 10
80:20 - 5 15 15-18 | 5ml 450 300 22.6 32 10
80:20 - 2 10 18 5ml 450 300 20.6 33 10
14 ] 85:15 - - 15 18 5ml 450 %30 |20.2 31 10
15 | 85:15 - 1 15 18 5ml 450 300 19.4 34 10
16 | 85:15 - 2 15 18 5ml 450 300 19.2 32 10
17 | 85:15 - 3 15 18 5ml 450 -1300 21.1 26 10
500
- 4 15 18 5ml 450 300 17.7 29 10

. 85:15
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Tablo 3.6 (devamn) Sitrik Asit ile Membran Uretim Calismalar

No | PVA : | Ure | BG | Sitrik | Voltaj | Besleme | Akis | Rotor | Oda Nem | Uzakhk
Jelatin | (%) | (%) [ Asit | (kV) |Hacmi |Hizz | Hizi | Sicakhigr | (%) | (cm)
(%) (ml) (u/h) [ (rpm) | (°C)
85:15 |- 5 15 18 5 ml 450 300 21.6 33 10
85:15 |- 4 10 18 5 ml 450 - [ %30 |18.2 26 10
500
85:15 |- 5 10 18 5 ml 450 - | %30 | 17.7 27 10
500
22 190:10 |- - 15 18 5Sml 450 300 20 35 10
23 190:10 |- 1 15 18 5 ml 450 300 17.9 28 10
241 90:10 |- 2 15 18 5 ml 450 300 21.4 26 10
25 190:10 |- 3 15 18 5 ml 450 - | 300 20.8 22 10
500
90:10 |- 4 15 18 5 ml 450 300 18.3 32 10
90:10 |- 5 15 18 5 ml 450 300 20.1 28 10
28 | 90:10 |- 3 10 18 5 ml 450 - | 300 23.5 32 10
500
29 190:10 |- 4 10 18 5 ml 450 - | 300 21.3 36 10
500
30 | 90:10 |- 5 10 18 5 ml 450 - | 300 23.2 32 10
500

Tablo 3.6’da yesil ile isaretli olan 6rnekler yeterli miktarda membranin olustugu

deneysel kosullar1 gostermektedir. Turuncu ile isaretli olanlar yetersiz membran

olusumu gozlemlenen yani yeterli miktarda membran olugsmayan ve erime

gerceklesen Orneklerdir. Kirmizi ile isaretli olanlar ise membran olusumu

gerceklesmeyen numunelerdir.
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3.5.3 Uretilen Membranlarin Sitrik Asitle Capraz Baglanmasi

Sitrik asit yliksek sicaklikta karboksil gruplari ile PVA'nin hidroksil gruplar
arasinda ester baglar1 olusturarak PVA'nin ¢apraz baglanmasini saglar[64]. 90:10
PVA:Jelatin %15 Sitrik asit igeren membranin farkli sicakliklarda ve siirede capraz
baglama islemi gergeklestirilmis ve dayanikliligi su icerisinde ortam kosullarinda

24 saat sonunda kontrol edilmistir.

130 °C, 1 saat 130 °C, 3 saat 170 °C, 3 saat

Sekil 3.5 Membranlarin sitrik asitle farkli sicaklik ve siirelerde capraz baglanma

denemeleri

24 saat sonunda en dayanikli membranin 170 °C ‘de 3 saat c¢apraz baglanan
membran oldugu goézlemlenmistir ve caligmadaki tiim membranlar i¢in ¢apraz

baglama islemi 170 3 saat olarak ger¢eklestirilmistir.

3.5.4 Tibuprofen Yiiklii Kitosan Nanopartikiil Sentezi

Ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiiller iyonik jelasyon ydntemiyle iiretilmistir.
Medium veya diisiik molekiiler agirlikli kitosan 125 mg/ 25 ml asetik asit (% 2 v/v),
200 mg/25 ml (%2 v/v) asetik asit ile hazirlanan kitosan ¢ozeltileri stok 1 M HCI
ve IM NaOH ile pH 4.5 veya 4.9’a ayarlanir. 2 ml PVA ¢dzeltisi (% 1 w/w) eklenir.
Ibuprofen 8 ml metanol veya 3 ml etanol igerisinde ¢oziilerek farkli miktarlarinda
eklenir. Ardindan 30 dakika 750 rpm’de manyetik karigtirma yapilir. 2 dakika
boyunca prob sonikatérde (100 W) bekletilir. 2mg/mL 25 mL olan sulu bir TPP
cozeltisi ibuprofen-kitosan karisimina manyetik karistiricida (1250 rpm) eklenir.

Nanopartikiiller 1,2, 4 veya 6 saat manyetik karistiricida karistirlir.
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9000 rpm’de 40 dakika santrifiij yapilir ve 20 ml ultra saf su ile yikama yapilir.
9000 rpm’de 40 dakika santrifiij yapilir. Elde edilen nanopartikiiller yeniden

stispanse edilerek -18 °C’de liyofilizator i¢in saklanir ve liyofilizatorde kurutulur.

Tablo 3.7 Medium Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan Ornekler

No | pH | Kitosan | TPP Manyetik | Sonikator | Manyetik | Ibuprofen
(mg)25 |2 K. (dk) (dk) K. (dKk) (mg)
ml mg/ml
1 4.5 | 125 5ml 30 30 30 1
(10 ml)
2 4.9 | 125 5ml 30 30 30 1
(10 ml)
3 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 1
(10 ml)
4 4.5 | 200 25ml | 30 2 1 1
(10 ml)
5 4.5 | 200 25ml | 30 2 2 1
(10 ml)
6 4.9 | 200 25ml | 30 2 1
1 (10 ml)
7 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 1.247
(10 ml)
8 4.9 | 200 25ml | 30 2 4 1.247
(10 ml)
9 4.5 | 200 25ml | 30 2 1 1.247
(10 ml)
10 |49 | 200 25ml | 30 2 1 1.247
(10 ml)
11 | 4.5 |200 25ml | 30 2 2 1.247
(10 ml)
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Tablo 3.7 (devami) Medium Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan Ornekler

No | pH | Kitosan | TPP Manyetik | Sonikator | Manyetik | Ibuprofen
(mg)/25 |2 K. (dk) (dk) K. (dk) (mg)
ml mg/ml
12 149 | 200 25ml | 30 2 2 1.247
(10 ml)
13 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 6 15.3
(10 ml)
14 4.5 |200 25ml | 30 2 4 15.2
(10 ml)
15 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 2 15.5
(10 ml)
16 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 14.8
(8 ml)
17 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 12.3
(8 ml)
18 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 9
(8 ml)
19 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 5.8
(8 ml)
20 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 6 12.6
(8 ml)
21 | 4.5 ]200 25ml | 30 2 4 12.1
(8 ml)
22 1 4.5 ]200 25ml | 30 2 2 12.2
(8 ml)
23 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 12
(8 ml)
24 | 4.5 | 200 25ml | 30 2 4 12
(8 ml)

Tablo 3.7 ‘de 13-15 nolu numunelerin TPP eklemesi sonikatorde yapilmistir. 16-19
nolu numunelerin TPP eklenmesi manyetik karistiricida yapilmistir. 20-22 nolu
numunelerin TPP eklenmesi sonikatdrde yapilmistir fakat TPP ekleme 6ncesinde 2

dk sonikatorde bekletilmistir.
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Tablo 3.8 Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan Ornekler (Metanol)

No | pH | Kitosan TPP Manyetik | Sonikator | Manyetik | Ibuprofen
(mg)/25 ml | 2 mg/ml | K. (dk) (dk) K. (saat) | (mg)

1 4.5 1200 25 ml 30 2 6 12 mg
(8 ml)

2 4.5 |200 25 ml 30 2 4 12 mg
8 ml

3 4.5 |200 25 ml 30 2 2 12.2mg
(8 ml)

4 4.5 | 200 25 ml 30 2 4 9.1 mg
(8 ml)

5 4.5 |200 25 ml 30 2 4 12.1mg
(8 ml)

6 4.5 |200 25 ml 30 2 4 15 mg
(8 ml)

7 4.5 |200 25 ml 30 2 4 18.2mg
(8 ml)

8 4.5 |200 25 ml 30 2 4 -

9 4.5 |200 25 ml 30 2 4 -
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Tablo 3.9. Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan Ornekler (Etanol)

No | pH | Kitosan | TPP Man.K. | Son. | Man. | Ibu Isimlendirme
(mg)/25 |2 (dk) (dk) | K. (mg)
ml mg/ml (saat)
1 4.5 1200 25ml | 30 2 4 - KNP
2 1451200 25ml | 30 2 6 16 mg | IBU(20%)-KNP(6sa)
(3 ml)
3 4.5 1200 25ml | 30 2 4 16 mg | IBU(20%)-KNP(4sa)
(3 ml)
4 |45 ]200 25ml | 30 2 2 16 mg | IBU(20%)-KNP(2sa)
(3 ml)
5 |45 ]200 25ml | 30 2 4 20mg | IBU(25%)-KNP(4sa)
(3 ml)
6 |45 |200 25ml | 30 2 4 24mg | IBU(30%)-KNP(4sa)
(3ml)

3.5.5 Iibuprofen Yiikli Kitosan Nanopartikiillerin Membran Yiizeyine

Kaplanmasi

Optimum 6zelliklerde {iretilen ve ¢apraz bagli olan 90:10PVA-Jel %15SA%3 45S5

biyoaktif cam membran elektrospinning tambur rotoruna sarildi. Elde edilen

nanopartikiiller dondurulmadan prob sonikatdrde (50 W) sonike edildi ve 14kV

voltaj bagh siringaya yerlestirilir ve toplayicidan pompaya 10 cm mesafede, 300

rpm'lik bir tambur rotor hizinda ve 2000 pl/sa'lik bir akis hizinda elektrospreyleme

ile membran yiizeyine kaplandi. Yiizeyi ibuprofen yiikli kitosan nanopartikiil

iceren membran ortam kosullarinda 24 saat kurutuldu.
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4
BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Membran Analizleri

4.1.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

4.1.1.1. Biyoaktif Cam SEM Analizi

Sekil 4.1 Uretilen 45S5 Biyoaktif camlarm farkl biiyiitmelerde SEM gériintiisii
45S5 Biyoaktif camlarin SEM goriintiileri Sekil 4.1°de verilmektedir. 45S5

Biyoaktif camlarin bir y1gin olarak, bir araya gelme egilimleri gosterdikleri ancak

boyutlarinin partikiil boyut analizi sonuglar1 paralellik gdsterdigi goriilmektedir.
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4.1.1.2. Membranlarin SEM Analizi

Sekil 4.2 PVA (%]15) ¢ozeltisi ile hazirlanan nanofiber membranlarin x30k ve x8k
biiytitmelerdeki SEM Gorlintiileri

Sekil 4.3 PVA-Jelatin (90:10) membranin x30k ve x5k biiyiitmesi ile SEM

goruntisu

Sekil 4.4 PV A-Jelatin (80:20) membranin x30k ve x5k biiyiitmesi ile SEM

goruntisu
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Sekil 4.5 PVA-Jelatin (70:30) membranin x30k ve x8k biiyiitmesi ile SEM

goruntisu

EIIT =10.00 AV WD = 6.0 mm Signal A = SE1

Sekil 4.6 PVA-Jelatin (70:30) -Ure % 10 w/w membranin x30k ve x5k biiyiitmesi
ile SEM goriintiisii

EIIT=10.00 AV WD = 6.0 mm N, ag = 30.0( - EIIT = 1000 AV WD = 6.0 mm Signal A = SE1

Sekil 4.7. PVA-Jelatin (70:30) -Ure % 10 w/w - BG membranin x30k ve x5k

biiylitmesi ile SEM goriintiisii
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Sekil 4.2 ‘de % 15 w/w PVA c¢ozeltisi ile iiretilen membranin SEM goriintiisii
verilmektedir. SEM goriintiisiine bakildiginda istenen fiber yapisina yaklasildigi
belirlenmis ve jelatin fiber kombinasyonu ¢alismalari i¢in % 15 w/w PV A ¢ozeltisi
ile devam edilmistir. PVA:Jel kombinasyonlar1 90:10 (Sekil 4.3), 80:20 (Sekil 4.4)
ve 70:30 (Sekil 4.5) olarak gerceklestirilmistir. 70:30 iire katkili ise Sekil 4.6 da
verilmektedir. PVA-Jelatin-Ure-BG  (70:30:10:10) ¢dzeltisinden hazirlanan
membranin SEM goriintiisti Sekil 4.7 ‘de verilmektedir. Jelatin miktar1 artmasi ile
fiber caplarinda gozle goriinlir azalma tespit edilmistir. Fakat 70:30 oraninin
fiberleri yiikksek boncuk oranina sahiptir ve istenen fiber yapis1i elde
edilemediginden biyoaktif cam ve iire calismalari 90:10 ve 80:20 oranlarinda
devam edilmistir. Asetik asit ile iiretilen membranlarin (Sekil 4.2-4.7) yeterli fiber
yapisinda olmamasi ve ¢apraz baglanmasi i¢in gluteraldehit gerekmesinden dolayi
sonraki caligmalar sitrik asit ¢apraz baglayici ile gerceklestirilmis ve gluteraldehit

adim1 ¢calismadan ¢ikarilmistir.

Capraz Baglanmadan Once Capraz Baglandiktan Sonra

Sekil 4.8 PVA-Jelatin (80:20) %15 Sitrik Asit ve %1 Biyoaktif Cam ile
hazirlanan membranin ¢apraz baglama dncesi ve sonrasi x5k biiylitmesi ile SEM

goruntisu
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PVA:Jel 80:20 kombinasyonunda %15 Sitrik Asit ve %1 Biyoaktif Cam ile
hazirlanan karisimdan hazirlanan membranin ¢apraz bagli ve bagli olmayan SEM
gorlintiisti Sekil 4.8 ‘de verilmektedir. SEM goriisiintiisiinden elde edilen fiberlerin
pliriizsiiz ve homojen dagilimli olduklari ve ¢apraz baglama isleminden sonra fiber
yapisinin bozulmadigr capraz baglanmayana gore daha diiz yapida oldugu

gbzlemlenmistir.

EHT =10.00 KV WD = 9.0 mm

Sekil 4.9 PV A-Jelatin (80:20) ve %15 Sitrik Asit ile hazirlanan membranin x30k
ve x5k biiyilitmesi ile SEM goriintiisi

10 ym
] FHT=1000KV WD= 8Smm

Sekil 4.10 PV A-Jelatin (80:20), %10 Sitrik Asit ve %1 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiylitmesi ile SEM goriintiisii
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7.00 KV WD =10.0 mm

Sekil 4.11 PVA-Jelatin (80:20), %15 Sitrik Asit ve %1 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiytitmesi ile SEM goriintiisii

10 pm
EHT = 10,00 KV WD = 9.0 mm Signal A = SE1 Mag = 3 }—{ EHT = 10,00 kV WD = 9.0 mm Signal A = SE1

Sekil 4.12 PV A-Jelatin (80:20), %20 Sitrik Asit ve %1 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiytitmesi ile SEM goriintiisii

Sekil 4.13 PV A-Jelatin (85:15) ve %15 Sitrik Asit ile hazirlanan membranin x30k
ve x5k biiytlitmesi ile SEM goriintiisi
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Sekil 4.14 PV A-Jelatin (85:15), %15 Sitrik Asit ve %1 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiytitmesi ile SEM goriintiisii

EHT=10.00 KV WD= 9.0 mm

Sekil 4.15 PVA-Jelatin (85:15), %15 Sitrik Asit ve %2 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiytitmesi ile SEM goriintiisii

EHT = 1000 KV WD = 8.Smm

Sekil 4.16 PVA-Jelatin (90:10) ve %15 Sitrik Asit ile hazirlanan membranin x30k
ve x5k biiytlitmesi ile SEM goriintiisi

59



Sekil 4.17 PVA-Jelatin (90:10), %15 Sitrik Asit ve %1 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiytitmesi ile SEM goriintiisii

1um
—_— FEHT = 10,00 KV WD = 9.0 mm Signal A = SE1 ag= | —— FEHT = 10,00 KV WD = 9.0 mm Signal A = SE1 Mag =

Sekil 4.18 PV A-Jelatin (90:10), %15 Sitrik Asit ve %2 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiylitmesi ile SEM goriintiisii

m
EHT = 1000 KV WD = 9.0 mm Mag = EHT = 1000 KV WD = 9.0 mm Signal A = SE1

Sekil 4.19 PV A-Jelatin (90:10), %15 Sitrik Asit ve %3 BG ile hazirlanan

membranin x30k ve x5k biiylitmesi ile SEM goriintiisii
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{ EHT=10,00kV WD = 95mm

Sekil 4.20 PVA-Jelatin (90:10), %15 (w/w) Sitrik Asit, %3 BG ve %10 Ure ile

hazirlanan membranin x30k ve x5k biiylitmesi ile SEM goriintiisii

Sekil 4.8-19 arasindaki SEM goriintiilerinde farkli PVA:Jel oraninda (90:10, 85:15,

80:20) ve farkli biyoaktif cam (%0-3) iceriginde hazirlanan membranlar

verilmektedir. Uretilen membranlar homojen ve piiriizsiiz fiber yapilarina sahiptir.

Sekil 4.19 ve Sekil 4.20°deki membranlar sirasiyla 90:10 %15SA %3BG ve 90:10

%15SA %3BG-%10 iire olarak iiretilmistir. Bu membranlar kiyaslandiginda tire

puskiirtilen membranin fiberlerinin kalinlagtigi ve birbirlerine yaklastiklari

gozlemlenmistir.

4.1.2 Enerji Dagihmh X-Isim1 Spektroskopisi (EDS)

Tablo 4.1 Biyoaktif cam ve Ure igeren membranlarin SEM-EDS Karsilastirma

Tablosu

Element (wt%)
Membranlar Sodyum | Silisyum | Oksijen | Kalsiyum | Azot
90:10PVA:Jel- %15 SA%I1 | 1,76 1,61 14,77 1,38 0
BG
90:10PVA:Jel- %15 SA%3 | 2,60 1,98 18,11 2,36 0,46
BG
90:10PVA:Jel- %15 SA%3 | 7,70 0,31 34,91 1,06 7,70
BG- %10 Ure
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Membrandaki biyoaktif cam ve iire igerigi enerji dagilimli x-151n1 spektroskopisi
(EDS; Carl Zeiss, SmartEDX) ile ii¢ farkli nokta ile nokta analizi ile belirlenmistir.
Tablo 4.1.’de 3 farkli noktadan alinan verilerin ortalamasi verilmistir.

45S5 BG ((%agirlikga): %45 SiO2, %24,5 NaxO, %24,5 Ca0O ve %6,0 P,0s5)[72]
icerigi goz Oniine alindiginda, polimer karigimindaki 45S5 BG partikiillerinin
miktar1 %1'den %3'e (w/w polimer) ¢ikarildiginda, membrandaki 45S5 biyoaktif
cam miktarmin da arttig Tablo 4.1. ve Sekil 4.21 ile dogrulanmistir. Ure igeren
membrandaki {ire varligi, iire iceren membrandaki nitrojen miktarinin iire
icermeyen membranlara kiyasla artirilmasiyla dogrulanmigtir. Bu sonuca gore,
90:10PVA:Jel- %15 SA%3 BG- %10 Ure membranmin, elektrosprey teknigi
kullanilarak 90:10PV A:Jel- %15 SA%3 BG membraninin yiizeyinin iire ile bagarili

bir sekilde kaplanmasiyla tiretildigi sonucuna varilabilir.

N Na Si

Sekil 4.21 90:10PV A:Jel- %15 SA%]1 BG (A) ve 90:10PVA:Jel-%15 SA%1 BG
(B), 90:10PVA:Jel-%15 SA%1 BG %10Ure (C) SEM-EDS spektrumu

62



4.1.3 Membranlarin Ortalama Fiber Kalinlik Dagilimlar1 (Image J)

Tablo 4.2 Membranlarin Ortalama Fiber Kalinliklar1

Membran Kullanilan asit| Fiber kalinhg:
Cesidi (nm)
PVA Asetik asit 256+ 112
PVA:Jel (90:10) Asetik asit 231+ 120
PVA:Jel (80:20) Asetik asit 159 + 37
PVA:Jel (70:30) Asetik asit 106 + 35
PVA-Jel (90:10) %15 SA Sitrik asit 287+ 69
PVA:Jel (85:15) %15 SA Sitrik asit 265+ 67
PVA:Jel (80:20) %15 SA Sitrik asit 238+ 60
PVA:Jel (80:20) %10 SA %1 BG Sitrik asit 260+ 82
PVA:Jel (80:20) %15 SA %1 BG (¢apraz |Sitrik asit 238+ 64
bagl degil)
PVA:Jel (80:20) %15 SA %1 BG Sitrik asit 248+ 54
PVA-Jel (80:20) %20 SA %1 BG Sitrik asit 208+ 74
PVA-Jel (85:15) %15 SA Sitrik asit 265+ 67
PVA-Jel (85:15) %15 SA %1 BG Sitrik asit 322+ 71
PVA-Jel (85:15) %15 SA %2 BG Sitrik asit 472+ 158
PVA-Jel (90:10) %15 SA %1 BG Sitrik asit 393+ 50
PVA-Jel (90:10) %15 SA %2 BG Sitrik asit 489+ 99
PVA:Jel (90:10) %15 SA %3 BG Sitrik asit 547+ 68
PVA:Jel (90:10) %15 SA %3 BG %10 iire |Sitrik asit 595+ 158
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Tablo 4.2 ‘de farkli igeriklerde hazirlanan membranlarin ortalama fiber ¢aplari ve
Sekil 4.22 ‘de membranlarin ortalama fiber ¢ap1 histogram grafikleri verilmektedir.
Sitrik asidin c¢apraz baglayict olarak dogrudan karigima eklenmesi durumunda,
sitrik asidin iyonlagmasit nedeniyle karisimin pH'mmin distigii ve elektrik
iletkenliginin arttig1, karisimin viskozitesinin ise degismedigi bilinmektedir[64],
[108]. Bu baglamda, %10'dan %20'ye (w/w polimerler) kadar cesitli sitrik asit
oranlari test edilmistir. Biyoaktif cam orani (%1 w/w) ve polimer bilesimi (PVA:
Jel, 80:20) sabit tutularak sadece ¢apraz baglayict miktar1 %10'dan %20'ye (w/w
polimerler) cikarildiginda lif kalinliklarinin azaldigi goézlemlenmistir. 15 (w/w
polimer) sitrik asit iceren membran digerlerine kiyasla daha diizgiin ve tek tip
(standart sapmaya bagli olarak) lif goriiniimiine sahiptir. Literatiirde PVA'nin
hacimsel oraninin artmasmin iletkenligin azalmasma yol ag¢tifi ve karisimin
viskozitesinin arttig1, ylizey yiik yogunlugunun ve jetin itme kuvvetinin azaldig1 ve
sonug olarak daha biiyiik lif ¢aplar1 elde edildigi belirtilmektedir [109]. Buna gére,
PVA:Jel (80:20) %15 SA , PVA:Jel (85:15) %15 SA ve PVA:Jel (90:10) %15 SA
(sadece PVA:Jel nanoliflerinin ¢esitli kombinasyonlar1) ortalama lif caplarinin
sirastyla 238, 265 ve 287 nm olarak arttig1 belirlenmistir. PV A:Jel nanoliflerin
farkli kompozisyonlarindaki (90:10, 85:15, 80:20) BG konsantrasyonunun lif
caplarinin kalinlig tizerindeki etkisi incelenmis, tim polimer oranlarinda biyoaktif
cam oranlar1 arttikca ortalama lif caplarinin ve standart sapmalarin arttig
gozlemlenmistir. Liverani ve arkadaglari tarafindan Biyoaktif cam partikiilleri
iceren polimerik ¢ozeltinin iletkenliginin artmasina bagli olarak maksimum ve
minimum lif ¢ap1 araliklarinin genisledigi ve buna bagl olarak standart sapmanin
arttig1 bildirilmistir[110]. Ozellikle, PVA: Jel (85:15) kombinasyonunda liflerin
kalinlastig1 ve bazi liflerin birbiriyle birlestigi gdzlemlenmistir. Ayrica, PVA:Jel
(85:15) %15CA%2BG'nin ortalama lif ¢ap1 ve standart sapmasinda dnemli bir artig
tespit edilmistir. Bu verilerle karsilagtirildiginda, 90:10 PV A:Jel iceren liflerin daha
tutarli ve piiriizsiiz oldugu goriilmektedir. Elektrosprey yontemiyle iiretilen iire
katkili membranin, iire katkis1 icermeyen iire igermeyen (PVA:Jel (90:10) %15 SA
%3BG) kiyasla daha kalin bir yapiya sahip oldugu fark edilmistir. Bu durumun,
elektrosprey  sirasinda liflerin  su  emerek sismesinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.
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Sekil 4.22 Sitrik asit ile hazirlanan membranlarin ortalama fiber ¢ap1 histogram

grafikleri
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4.1.4 Karisimlarin pH Analizi

Tablo 4.3 Karisimlarin pH degerleri

Ornek PVA/Jelatin | Sitrik Asit (%) BG (%) pH
1 80:20 5 3.86
2 80:20 7.5 3.84
3 80:20 10 3.81
4 80:20 15 3.60
5 80:20 20 3.16
6 80:20 - 5.18
7 85:15 - 5.38
8 90:10 - 5.41
9 90:10 15 2.58
10 90:10 15 2.70
11 90:10 15 3.12
12 90:10 15 3.40
13 90:10 15 3.60
14 85:15 15 2.59
15 85:15 15 2.92
16 85:15 15 2.33
17 80:20 20 2.28
18 80:20 15 2.42
19 85:15 15 3.01
20 85:15 15 3.40
21 85:15 15 3.70
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Elektro egirme oncesi hazirlanan PVA, jelatin, Sitrik Asit ve Biyoaktif cam igeren
cozeltilerin pH degisimini gosteren bulgular Tablo 4.3’te verilmistir. Sitrik asidin
capraz baglayici olarak dogrudan karisima eklenmesiyle, sitrik asidin iyonlagmasi
sonucunda karisimin pH'inin diistiigii ve elektrik iletkenliginin arttig1, karigimin
viskozitesinin ise degismedigi bilinmektedir[64]. Tablo 4.3’te 1-5 numunelerinin
pH’lar1 kiyaslandiginda sitrik asit miktarinin artmasiyla ortamin pH ‘inin literatiirle
uyumlu olarak diistiigli goézlemlenmistir. Ayrica c¢ozeltideki biyoaktif cam

miktarinin artmasiyla pH degerinde artis oldugu belirlenmistir.

4.1.5 Fourier Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR)

45S5 biyoaktif camlarin biyoaktivitesini incelemek tizere YVS’de belirli siirelerle
bekletildikten sonra FTIR analizleri gergeklestirilmis ve FTIR spektrumu Sekil

4.23’te verilmistir.

220 A e _— ; o 4585.YVS 14.gun
210 A V' : ——4585.YVS.7g
—— 4555.YVS 2433
200 ) | 4555.YVS 152
190 7 =y P —— 4586
180 et NN T
170 I
180 \/
180 1 TN T P
140 . w
120 { o . t
120 1 S SN T
110 1 Y4
100 1 —— e ——— A -
— N IIl IJ}
90 = J oA
80 C Y
T d T T T y T y T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Sekil 4.23 4585 biyoaktif camlarin FTIR analizi spektrumu

FTIR spektrumlari incelendiginde biyoaktif camlarin yapisinda olmasi muhtemel
Si-O-Si gruplart 1020 cm! dalga boylarinda goriilmektedir. 850 cm™! dalga
boyunda gdriilen pik SiO4 tetrahedron yapisinda iki adet koprii yapmamis oksijen
igeren Si-OH gruplarmni gostermektedir. 1020 cm™! civarinda ayrilmamis olan pik
genel olarak 980 cm™!‘de goriilen pik (PO4)? gruplarini gostermektedir. 1648 cm-

“de ve 3000 cm™! civarindaki pikler OH- gruplarini temsil etmektedir.

67



Uretilen camlarin kalsinasyon &ncesi FTIR analiz sonuglar1 incelendiginde 1033,
858 ve 790 cm’! dalga boyunda biyoaktif camin yapisinda bulunan Si-O-Si
titresimlerden kaynaklanan piklere rastlandigi gozlemlenmistir. Ayrica 1637 cm’!
dalga boyunda C-H gerilmelerine ait pikler gozlenmistir. Organik fazlarin ve
yapidaki safsizliklarin uzaklastirilmasi amaciyla gergeklestirilen kalsinasyon islemi
sonrasinda FTIR analizleri tekrarlanmistir. Analizler sonucunda C-H gerilmelerine

ait piklerin biiyiik oranda yok oldugu goriilmiistiir.

Uretilen camlarin biyoaktivitelerini belirlemek amaciyla camlar hazirlanan YVS
icerisinde bekletildikten sonra FTIR analizleri gergeklestirilmistir. Biyoaktif
camlarin YVS’de bekletilen sonra FTIR analiz sonuglari incelendiginde, 1508 ve
1631 cm! dalga boylarinda HCA (hidroksikarbon apatit)‘e ait piklere rastlandig1 ve
biyoaktif camlarin biyoaktivite gostermeye basladiklar1 belirlenmistir [111, 112].

180-.
170—WW\
160 -N
150 e VO e

. ——60-40 PVA 15-J 12,5
140 ——70-30 PVA15-J 12,5
. ——80-20 PVA 15-J 12,5
1304 ——90-10 PVA 15-J 12,5
120_M ——PVA15
110—.
100
90

80 T T T M v T T |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

T (%)

Wavenumber (cm™)

Sekil 4.24 Farkli oranlarda birlestirilen PVA (%15, w/v) ve jelatin (%12,5, w/v)

cozeltilerinden hazirlanan membranlarinin FTIR analizi sonuglari
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Sekil 4.25 80:20 PV A:Jel kombinasyonu ile %1 Biyoaktif Cam igeren farkli sitrik

asit oranlari ile hazirlanan membranlarin FTIR analizi sonuglari

—— 9010 %15SA
—— 8515 %15SA
— 8020 %15SA

Transmittance (a.u.)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™")

Sekil 4.26 Farkli (80:20,850:15,90:10) PV A:Jel kombinasyonlar1 hazirlanan

membranlarin FTIR analizi sonuglari
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Sekil 4.27 85:15 PV A:Jel kombinasyonu ile farkli Biyoaktif Cam oranlar1 i¢eren

karigimlardan hazirlanan membranlarin FTIR analizi sonuglari

——90:10 %15 SA %1 BC
——90:10 %15 SA %1 BC CB|
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T T T T T T
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Sekil 4.28 90:10 PV A:Jel kombinasyonu ile %1 Biyoaktif Cam oraniyla
hazirlanan membranin ¢apraz baglanmadan oncesi ve sonrast FTIR

spektrumlarinin karsilastirmasi
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Sekil 4.29 90:10 PV A:Jel kombinasyonu ile farkli Biyoaktif Cam oranlar1 ve iire

iceren membranlarin FTIR analizi sonuglari
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Sekil 4.30 45S5 Biyoaktif cam ve Ure FTIR spektrumlari

Kimyasal baglar1 ve iiretilen membranlarin belirli gruplarini arastirmak i¢in FTIR
analizi kullanilmistir ve Sekil 4.24-29 arasinda {iretilen membranlarin
karsilagtirmali FTIR analiz spektrumlar1 verilmektedir. PVA'nin karakteristik
pikleri; 3000-3600 cm-1 ve 3280 cm-1 dalga boylarinda genis ve yogun olarak
belirtilir.
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Bu pikler molekiiller arast ve molekiil i¢i hidrojen baglarindan O—H grubunun
diizenli gerilme titresim piklerinden kaynaklanir, pikler 2920-2870 cm-1 dalga
boyu araligi, -CH2'nin C—H gerilme titresimlerine atanir. 1485 cm™ ve 1342 cm’!
'deki pik, makaslama -CH> grubunu ve titresimsel biikiilme -OH grubunu gosterir.
1085 cm™1,1024 cm! ve 845 cm! 'de goriilen pikler, sirasiyla C— O esneme, C— C
esneme ve C— O— C asimetrik esneme olarak atanir. Jelatin yapisindaki ikincil
amidlerin -N-H grubu, 1657 cm-1 dalga boyu, C=0O gerilmesini ve COO-
gerilmesiyle birlikte hidrojen bagini gosterirken, 1544 ve 1236 cm! 'deki tepe
noktalart N-H ve C—N'yi gosterir. amid IT grubunun gerilmesi. Pik 1530 cm™! amid
I ve C-N germe gruplarinda. 1237,6 cm™! 'deki pik, -N-H biikiilmesini ve amid-III'i
gosterir[63, 113-116]. Ozellikle 1630 cm™! dalga boyunda pik yogunlugundaki artis,
PVA/Jelatin zarinda jelatinin varligin1 gosterir. Capraz baglanma, PVA'nin
hidroksil gruplart ile sitrik asidin karboksilik gruplari arasindaki esterlesme
reaksiyonu nedeniyle meydana gelir. Sekil 4.25'te, 1715 cm''deki pik ester
karbonil grubunun olusumundan dolay1 C=O'yu gostermektedir [64, 108]. Sekil
4.25°te sitrik asit miktarmin artmasiyla pikin 1714 cm!'den 1720 cm™ kaydigi
gbzlenmistir (ester karbonil grubunun olusumuna bagli olarak C=0). Sekil 4.26°da,
PVA miktarinin artmasiyla pikin sirasiyla 1715 cm!, 1718 cm!'den 1723 cm-1 'e
(ester karbonil grubunun olusumuna bagli C=0) kaydig1 gozlemlenmistir. Sitrik
asit miktar1 % 10'dan %15 w/w polimere ¢ikarildiginda, 3000-3600 cm-1 dalga
boyundaki O-H pikinin yogunlugunun azaldig1 ve sitrik asit oran1 %20 w/w polimer
oldugunda, %15 w/w polimer sitrik asit oramiyla aym Ozelligi gosterdigi
gozlemlenmigtir. Yiiksek asitlikten kaginmak icin sitrik asidin esterlesmemis
karboksil gruplarin1 en aza indirmek icin, % 15 w/w polimer sitrik asit oraninin
liflerin capraz baglanmasi i¢in yeterli oldugu kabul edilmistir. 45S5 BG'nin
karakteristik pikleri Sekil 4.30'da verilmistir. SiOs4 tetrahedron yapisinda 850 ¢cm!
dalga boyunda gozlenen pik iki adet kopriillenmemis oksijen iceren Si-OH grubunu
gosterirken, 1020 cm! dalga boyundaki pik Si-O-Si gruplarini gostermektedir. Sol-
jel BG'lerde kristallesmenin varligim1 gosteren 935 cm-1'deki pikler, Si ile
kopriilenmemis oksijen spektrumu arasindaki gerilme bagindan kaynaklanmaktadir

[117].
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Biyoaktif camin karakteristik bantlar1 polimerlerin bantlariyla ortlistigi ve
biyoaktif cam miktar1 polimerden ¢ok daha az oldugu icin spektrumlarda tespit
edilememektedir[118]. C=0, C-N ve C-O'nun gerilme frekansi iire analizine gore
sirasiyla 1678, 1459, 1156 cm! 'de ortaya ¢ikmustir (Sekil 4.30)[107].

N-H baginin gerilme ve deformasyonu sirasiyla 3427 cm! ve 1589 cm! 'de
gozlenmistir[ 107]. PVA/Jel bazli iire iceren membranlarin FTIR spektrumlarinin
Sekil 4.29'da baz1 karakteristik pikler goriilmektedir; N-H/O-H ortiisen band1 3600-
3200 cm! araliginda goriilmektedir. Buna ek olarak, {ire igeren membranin FTIR
spektrumunun C-H gerilme titresimleri nedeniyle 2934 ¢cm™ dalga boyunda diger
membranlara goére daha yogun oldugu goriilmiistir. Ayrica, ire iceren
membranlarda 1657 cm-1 dalga boyunda genis bir pik ortaya ¢ikmaktadir. Bu
bolgede amid absorpsiyon piki yer almaktadir. Pikin genisligi C=0O absorpsiyon

bandinin amid band ile ortiistiiglinti gostermektedir[119] .

4.1.6 Biyoaktif Cam ve Membranlarin yiizey alam1 ve gozenek boyut analizi
(BET)

Yiizey alan1 ve gbzenek boyut analizorii ile PV A/Jelatin bazli yara ortiisii liflerinin
ve 45S5 BG spesifik BET ylizey alan1 ve gozenekliligi Sekil 4.31 ve Tablo 4.4’te
verilmistir. BG 2.29 m?/g spesifik BET yiizey alanmna, 4.646 cm’/g gdzenek
hacmine ve 0.00216 nm ortalama gdzenek ¢apina sahiptir. Uretilen lifler ise 8.0796
ile 13.0721 m?/g spesifik BET yiizey alani; 0.00158 ile 0.01059 cm?®/g toplam
gozenek hacmi ve 2.176 ile 5.003 nm ortalama gdzenek cap1 arasinda gozlenmistir.
Literatiirde rapor edilen elektropspin polimerik nanofibroz liflerin degerlerinin bu
degerlere benzer oldugu goriilmektedir[120].Uretilen liflerin ortalama lif capinin
yiizey alan1 iizerindeki en biiylik etkenlerden biri oldugu yaygin olarak
bilinmektedir. Ayni oranda Sitrik asit iceren ve biyoaktif cam icermeyen numuneler
incelendiginde ise en diisiik BET yiizey alaninin PVA:Jel 85 %15 SA numunesinde
gozlemledigi ve bu durumun SEM goriintiilerine gore 85:15 oraninda ortalama lif
capmin en yiliksek olmasindan kaynaklandigi sdylenebilir [121]. Ayrica biyoaktif
cam ilavesinin genel olarak BET yiizey alanim azalttig1 sdylenebilir. Ote yandan,

farkl1 SA konsantrasyonlarinin yiizey alani {izerinde herhangi bir etkisi olmadigi

ifade edilebilir.
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Ayrica, lretilen yara Ortiisii liflerinin mezogdzenekli yapilarin1 gosteren agik uclu
tip IV izotermi (Sekil 4.46'daki izotermin seklinden) sergiledigi gozlemlenmistir.
Fiber, yiiksek basingta (P/Po = 0,4 ve 1,0 arasinda) H3 tipi histerezis dongiisii
sergilemistir; bu, fiber membranlarin sekli olan plaka benzeri partikiillerin sert
agregalarindaki yarik sekilli gozeneklere ait oldugu disiiniilmektedir[122].
Literatiirde, agik uclu izotermlerin belirli karbon iceren malzemelerle iliskili oldugu
bilinmektedir ve bunun, azot adsorpsiyonunun neden oldugu liflerin kiitle
yogunlugundaki degisikliklerden kaynaklandig1 bildirilmistir[123]. BJH ile
belirlenen ortalama gézenek ¢ap1 ve kiimiilatif gézenek hacmi, muhtemelen diisiik
ylizey diizensizligi orani nedeniyle liflere biyoaktif cam eklenmesinden sonra
azalmistir[121]. Ayrica, liflerin disiik kiimiilatif gozenek hacmi, yapiyr sikica
baglayan giiclii hidrojen baglarindan kaynaklanabilir[101]. Ideal bir yara
ortiistiniin, ¢esitli enfeksiyon ajanlarinin penetrasyonunu énlemek i¢in 1000 nm'den
daha kiiciik gozenek boyutlarima ve uygun sivi emilimini ve dermal dagitim
uygulamasini desteklemek i¢in 5-100 m2/g arasinda degisen bir ylizey alanina sahip
olmas1 gerektigi belirtilmigtir[124]. Jelistirilen membranlarin uygun BET ylizey
alanm1 ve gozenek boyutlari, bu membranlarin yara Ortiisii malzemesi olarak

kullanilma potansiyelini saglamaktadir.
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Tablo 4.4 Uretilen membranlar ve biyoaktif camm yiizey alani, ortalama gézenek

cap1 ve kiimiilatif gdzenek hacmi 6zellikleri

Ornekler BET Yiizey alan | Ortalama Kiimiilatif
(m?/g) gozenek capi | gozenek  hacmi
(nm) (em®/g)
4585 BG 2,29 4,646 0,00216
PVA:Jel (80:20) %15SA 13,07 4,829 0,00158
PVA:Jel (80:20) %15SA%1BG | 10,1 2,414 0,01059
PVA:Jel (85:15) %15SA 8,08 2,512 0,00320
PVA:Jel (85:15) %15SA %1BG | 9,47 2,485 0,00252
PVA:Jel (90:10) %15SA 12,55 4,782 0,00625
PVA:Jel (90:10) %15SA %3BG | 8,70 2,176 0,00186

4.1.7 Porozite

Tablo 4.5 Membranlarin porozite ve sisme (%) degerleri

%10Ure

Membran Porozite (%) Sisme  degeri
(%)
PVA:Jel (80:20) %15SA 90,23 £ 1,57 429,56 + 11,84
PVA:Jel (85:15) %15SA 88,57 + 1,86 416,62 + 35,19
PVA:Jel (90:10) %15SA 86,13 +2,30 343,08 £ 16,57
PVA:Jel (90:10) %15SA%1BG 83,31 +£2,32 427,85+ 15,85
PVA:Jel (90:10) %15SA%2BG 81,91 + 2,28 446,23 + 28,30
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG 73,80 £2,47 379,32 £ 16,11
PVA:Jel (90:10) %I15SA%3BG- | 74,45+ 1,01 354,51+ 31,34
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Yara oOrtiisiiniin gozenekliligi, yara bolgesindeki nemi destekledigi, yeterli gaz ve
besin aligverisini sagladigi ve patojenlerin penetrasyonunu Onledigi i¢in (daha
kiigiik gozenek boyutu sayesinde) yara iyilesmesinde dnemli bir parametredir.

Doku rejenerasyonu (hiicre penetrasyonu ve proliferasyonu) i¢cin membranlarin
%60-90 oraninda gdzenekli olmas1 gerekmektedir [125]. Tablo 4.5’te goriildigi
gibi iiretilen tiim membranlarin poroziteleri (%73-90 arasinda degismektedir) doku
rejenerasyonu i¢in gerekli araliktadir. Tlim membranlar incelendiginde, en yiiksek
gozeneklilige sahip membranlarin jelatin oran1 daha yiiksek olan 6rnekler oldugu
goriilmiistiir.  Ayrica, membranlarin  biyoaktif cam igerikleri arttikca
gozenekliliklerinin istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide azaldigi dikkat ¢ekmigtir
(p<0.05). Stiglic ve arkadaslar1 tarafindan c¢apraz baglayici olarak sitrik asit
kullanilarak yapilan ¢alismada, artan capraz baglayici konsantrasyonu ile artan
capraz baglama yogunlugunun poroziteyi azalttigr bildirilmistir [126]. Tez
caligmasinda karigimdaki sitrik asit konsantrasyonu sabit tutulmus ve PVA orani
artinlmigtir ve Sekil 4.29 incelendiginde, polivinil alkol (PVA) oranindaki artigla
birlikte capraz baglanmada da es zamanli bir artis oldugu sdylenebilir. Bu durum
PV A miktarinin artmasina bagl olarak porozite diisiisiinii agiklamaktadir. PVA:Jel
(90:10) %15SA%3BG (%74,01) ve PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG-%10Ure
(%74,92) membranlarinin poroziteleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlamli bir degisiklik gozlenmedi. Sonug¢ olarak ¢apraz bagli membran iizerine
elektrosprey yontemi ile kaplanan tirenin membran gézenekliligi iizerinde 6nemli

bir etkisinin olmadig1 sdylenebilir.

76



100
a ab 2: ed 4 S007 4 b a @
€ (S ~_~
~ 807 X 4004 . be
Q\ N’
N’ ': —
o 60+ S 3004
& S
S 404 2 200-
= =
20 Ry -
2 100
0- T 0= 1
M1 M5 MS M9 MI10 M1l Mi2 M1 M5 MS M9 MI10 M1l Mi12

Sekil 4.32 Hazirlanan membranlarin porozite (a) ve sisme derecesi (b) degerleri.
(Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir (n = 6)). Cubuk iizerindeki farkli
harfler degerler arasindaki anlamli farklari, ¢ubuk iizerindeki ayni harfler ise

Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testine gore degerler arasinda fark olmadigini

gostermektedir (p < 0.05).

4.1.8 Su Tutma (Sisme)

Sisme, yara ortiileri i¢in 6nemli bir 6zelliktir ve yara iyilesme siirecinde eksiidayz,
viicut sivilarmi ve metabolitleri emme kapasitesini gdsterir[54], [127].Uretilen
membranlarin su tutma kapasiteleri Tablo 4.5’te verilmistir. Capraz baglanma
yogunlugunun artmasiyla interpolimer baglari gii¢lenir ve su molekiillerinin aglara
girmesini engelleyen daha az gézenekli yapilar olusur[62]. Sekil 4. 32'deki sonuglar
M1 ve M5 membranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigini,
ancak M8 membranin sisme derecesi M1 ve M5 membranlarina kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede daha diisiik oldugunu gostermektedir. Bu bakimdan PVA
oraninin arttirilmasi gézenekliligi azaltmakta ve dolayli olarak membranlarin sisme
derecesini azaltmaktadir (PVA:Jel (80:20) %15SA, PVA:Jel (85:15) %I15SA ve
PVA:Jel (90:10) %15SA sirasiyla %429,56, %416,62 ve %343,08). WU ve ark.
tarafindan {dretilen farkli miktarlarda borosilikat biyoaktif cam igerigine sahip
membranlarda, membranin biyoaktif cam icerigi artarken, membranin gisme

kapasitesinin Once arttig1 daha sonra azaldig1 gézlemlenmistir[128].
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Sergi ve arkadaslarinin tirettigi kitosan membrana 45S5 biyoaktif cam ilavesi ile
yara Ortilisiiniin gozenekliliginin azalmasi beklenirken sisme kapasitesinin diismesi
beklenmektedir ancak sisme analizi sonuglarinda %10 biyoaktif cam iceren
membranin %35 biyoaktif cam iceren membrana goére daha yiiksek oldugu
gbzlemlenmistir [129].

1 ve %2 biyoaktif cam igerikli membran (M9 ve M10) en yiiksek sisme kapasitesini
sergilerken, %3 biyoaktif cam igeren membran (M11) beklenenin aksine sisme
derecesinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gdstermistir (p<0.05). Urenin M11
membran1 iizerine elektrospreylenmesi ile {iretilen M12 membranmin sigsme

derecesi M11 membrani ile benzerdir (p>0.05).

4.1.9 Su Buharn iletimi (WVT) ve Su Buhar1 Gegirgenligi (WVP)

Tablo 4.6 Membranlarin su buhari iletimi (WVT) ve su buhar1 gecirgenligi

(WVP)
Membran WVT (g | WVP x 1078
m 2 day !) (gm's!tPal)

PVA:Jel (80:20) %15SA 1282.24 £ 50.12 19.71 £ 1.80
PVA:Jel (85:15) %15SA 1486.13 = 57.45 3997 +£2.21
PVA:Jel (85:15) %15SA%I1BG 1345.67 £ 48.46 30.73 +1.88
PVA:Jel (85:15) %15SA%2BG 1454.42 + 38.75 33.61 £1.52
PVA:Jel (90:10) %15SA 1780.64 + 58.59 41.05+2.20
PVA:Jel (90:10) %15SA%I1BG 1431.76 £42.86 3430+ 1.80
PVA:Jel (90:10) %15SA%2BG 1585.81 £42.10 34.73 £ 1.80
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG 1581.28 +£43.83 3475+ 1.81
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG-

%10Ure 153597 +50.32 | 34.51+1.97

Su Buhari Iletimi (WVT) ve Su Buhar1 Gegirgenligi (WVP), biyomedikal
uygulamalarda kullanilmak {izere ambalaj malzemeleri veya yara iyilestirici
biyomalzemeler gelistirilirken dikkate alinmasi gereken en 6nemli 6zelliklerden ve

analizlerden biridir[130].
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WVT, belirli bir siire icinde atmosferden membranlardan gecen su buhar1 miktarini
temsil eder ve zarmn gegirgenlik dzelliklerinin bir gdstergesidir[131, 132]. Uretilen
membranlarin su buhar1 iletim profili, WVT ve WVP verileri Sekil 4.33’te
gosterilmis ve Tablo 4.6’da verilmistir. Saglikli derinin WVT'si tipik olarak
yaklagik 204 + 12 g/m2/giin iken, hasar gormiis travma gecirmis ciltte (yanik cilt
gibi) bu deger 279 + 26 g/m2/gilin[133] kadar yiiksek olabilirken, ticari gelistirilen
deri yara Ortiileri 426-2,047 g/m2/giin araligindadir[134]. Uretilen tiim
membranlarin hem saglikli cilt hem de yara ortiileri i¢in uygun su buhari
gecirgenligine sahip oldugu belirlenmis ve su buhari iletim hizi profilinin birim
zamanda sabit bir su buhart gegirgenligi gosteren sifir derece kinetigine sahip
oldugu gozlenmistir (Sekil 4.34°de gosterildigi gibi)[132].

Sonuglarin PVA/jelatin oranina gore analizi yapildiginda, 80:20 PV A/jelatin
oranina sahip membranin en diisik WVT degerini (PVA:Jel (80:20) %15SA)
sergiledigi, en yiiksek degerin ise 90:10 oraninda oldugu goriilmiistiir ( PVA:Jel
(90:10) %15SA) (p<0.05). Membranlar arasinda 90:10 PVA/jelatin oranina sahip
olanlar yara ortiileri uygulamalar1 i¢in en uygun aday olarak bulunmustur. Bu
sonuclar, jelatine kiyasla PVA'nin daha fazla su buhari iletimine baglanabilir.
Hubner ve ark. PVA ve jelatinden yapilan hidrojellerin WVT degerinin PVA
oranindaki artigla birlikte 6nemli bir degisiklik gostermedigini bildirmistir. Ancak
hidrojel igerisindeki jelatin miktarinin artmasi ile WVT degerinde onemli bir
azalma gdzlenmistir [ 135]. Membrandaki artan jelatin igerigi ile WVT degerindeki
onemli diislisiin nedeni, jelatinin bagil hava nemine duyarli olan ve ortamdan nemi
emebilen higroskopik yapisindan kaynaklanmaktadir. Tersine, PVA jelatinden
daha az higroskopiktir, bu da neme kars1 daha az hassasiyet ve dolayisiyla WVT
degeri ilizerinde daha az etki ile sonuglanir [136, 137]. Biyoaktif camlarin PVA/jel
membranlara dahil edilmesinin WVT {izerinde olumsuz bir etkisi olmustur ve WVT
degerlerinde bir azalmaya yol acnmustir. Ozellikle PVA:Jel (90:10) %15SA
membraninda biyoaktif cam ilavesi, biyoaktif camlar saglam bir ag yapisi
olusturarak su molekiillerinin membranlardan gecisini engelleyerek WVT
degerlerinde 6nemli bir azalmaya neden olmuslardir[101].

Ayrica, nanopartikiillerin membranlar gibi makro molekiil yapilara dahil edilmesi,
yap1 icindeki gozenekleri isgal ederek su buhart gegirgenligini ve gazlarin

gecirgenligini engelleyebilir [138].
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Ek olarak, ¢calisma, membranlarin WVT degerlerinin, farkli miktarlarda biyoaktif
cam ve iire ilavesiyle istatistiksel olarak anlamli bir sekilde degismedigini ortaya
konmugtur. WVP, bir zarin zara nem transferini sinirlama kapasitesini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan ¢ok Onemli parametrelerden
biridir[139]. Bir yara Ortlisiinin WVP degeri yaranin asir1 dehidrasyonunu
onlemelidir ¢linkii yara ortiisii yara yataginda uygun s1vi dengesinin korunmasinda
onemli bir rol oynar. WVP, filmin yapist boyunca buhari ve havayr iletme
yetenegini belirleyerek buna hizmet eder [135, 140].

Biyoaktif camin eklenmesi ve jelatin miktarindaki artis benzer bir egilimle
sonuclanarak her iki WVP ve WVT degerlerinde de azalmaya neden olmustur.
Bununla birlikte, {ire ilavesinin, membranin WVP veya WV T'si lizerinde 6nemli bir

etkisi olmamustir.
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Sekil 4.33 Membranlarin Su buhari iletimi (WVT) ve Su buhar1 gegirgenligi
(WVP) Cubuk iizerindeki farkli harfler degerler arasindaki anlamli farklari, gubuk
tizerindeki ayni1 harfler ise Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testine gore degerler

arasinda fark olmadigin1 gostermektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.34 Uretilen membranlarin su buhari iletim profili

4.1.10 Cekme Testi

Tablo 4.7 Cesitli membranlarin ¢ekme mukavemeti, young modiilii ve kopma

uzamasi degerleri

Cekme
Membran Mukavemeti Young Modiilii | Kopma Uzamasi
(MPa) (“o)
(MPa)
PVA:Jel (80:20) %15SA 10,28 325,24 + 0,98 8,01
PVA:Jel (85:15) %15SA 9,38 245,07 + 0,84 12,46
PVA:Jel (90:10) %15SA 8,46 307,46 + 0,83 13,48
PVA:Jel (90:10) %15SA%1BG 8,22 239,56 + 0,70 12,04
PVA:Jel (90:10) %15SA%2BG 8,09 199,82 + 0,14 13,62
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG 7,76 256,50 + 0,21 13,64
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG-
. 4,52 130,06 + 0,33 12,04
%10Ure
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Cekme testi, belirli bir numunenin mukavemetini degerlendirmek icin énemli bir
parametredir. Yara Ortiisli olarak kullanilmas1 amaglanan biyomalzemeler i¢in hem
uygun mukavemete hem de esneklige sahip olmalar1 oldukca arzu edilir bir
durumdur [141].

Tablo 4.7'de farkli PVA:Jel oranlarinda ve biyoaktif cam, iire igeriklerinde
hazirlanan membranlarin ¢cekme mukavemetleri, Young modiil ve kopma uzamasi
degerleri gosterilmektedir. Tablo 4.7'de gosterildigi gibi, PVA igerigi %80 w/w
polimerden (10,28 MPa) %90 w/w polimere (8,46 MPa) artirildiginda yara ortiisii
liflerinin gerilme mukavemeti zayiflamaktadir, bu Thuy ve arkadaglar tarafindan
yapilan benzer bir calismanin sonuclariyla tutarlidir ve lif ¢apindaki artigla
iligkilendirilmistir (ayrica bkz. Tablo 4.2) [68].Yara ortiisii liflerinin gerilme
mukavemetinin biyoaktif cam ilavesiyle 8,46 MPa'dan 7,76 MPa'ya diistigi
gozlemlenmistir. Bu durum, polimere dahil edilen partikiillerin (biyoaktif cam vb.)
sert inkliizyonlar gibi davranarak kopma esnasindaki gerinimi azaltmasiyla
aciklanabilir [142]. Cekme mukavemetindeki azalmanin bir diger nedeninin de
biyoaktif cam igeren membranlarin lif ¢capindaki artis oldugu sdylenebilir [68].
Buna ek olarak, liflerin iizerine iire piiskiirtiilmesinin ¢ekme mukavemetlerinde
kayda deger bir diisiise neden oldugu sonucuna varilabilir; bu da potansiyel olarak
iire ¢ozeltisindeki fazla suyun lif matrisinin yiizeyinde kurumasimi takiben lifin
potansiyel sertlesmesine baglanabilir. Sonug olarak, iiretilen tiim membranlarin cilt
dokusunun mekanik Ozellikleriyle (0.1-10MPa araliginda) uyumlu oldugu
gbzlemlenmigtir [72]. Biyoaktif cam i¢geren membranlarin Y oung modiilii, biyoaktif
cam i¢cermeyen membrana kiyasla azalmistir. Bu diisiislin, Liverani ve arkadaslari
tarafindan daha 6nce yapilan benzer bir ¢calismada oldugu gibi biyoaktif cam i¢eren
membranlarin lif ¢aplarimin homojen olmamasindan kaynaklandigi sdylenebilir
(ayrica bkz. Tablo 4.2) [110]. Bu bilgiye dayanarak, {ire iceren membranin da
Young modiiliindeki diislisiin nedeni lif caplarinin homojen olmamasina
baglanabilir. Membranlarin kopma uzamasi % degerleri karsilagtirildiginda, PVA
miktar1 arttikca kopma uzamasi degerinin arttig1 gézlemlenmistir. Bunun nedeni
jelatinin ani kirilmasi, PVA'nin ise elastik davranigt nedeniyle kademeli olarak
kirilmasidir [68]. Membrana biyoaktif cam ve iire eklenmesi ile kopma uzamasi
degerinde 6nemli bir degisiklik olmamistir. Bu bulgular, gelistirilen liflerin yara
ortlisti uygulamalart i¢in ideal bir malzeme olarak kullanilma potansiyeline sahip

oldugunu gostermektedir.
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4.1.11 Biyobozunurluk

Tablo 4.8°de PVA:el (90:10) %I15SA ve PVA:Jel (90:10) %I15SA%3BG
membranlarin  biyodegredasyon yiizdeleri verilmistir. Degerler incelendiginde
beklenilen biyobozunmanin gergeklesmedigi gézlemlenmistir. Biyobozunma igin
olusturulan YVS (pH7.4) ortaminda enzim bulunmamaktadir ve yapilan ¢calismada
membranlarin bozunmasi i¢in statik degradasyonun yeterli olmadig: belirlenmistir.
In vivo g¢alismasinda ortamda dinamik sivi sirkiilasyonunun olmasi nedeniyle

membranlarin degrede oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.38’te goriildiigii tizere).

Tablo 4.8 90:10%15SA ve 90:10%15SA%3BG membranlarin belirlenen periyotta

biyobozunma ytiizdeleri

Membran Biyobozunurluk % Degisim

1.Gin | 2.Gin | 7.GUn | 28.Glin | 84.Gin

PVA:Jel (90:10) %15SA 4 -0.5 -0.5 -3 -1.5

PVA:Jel (90:10) %15SA %3BG 9 5 0.1 1 -25

4.1.12 Antibakteriyel Aktivite

S. aerous (gram pozitif) ve E. Coli( gram negatif) bakterileri, liretilen PVA:Jel
(90:10) %15SA, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG ve PVA:el (90:10)
%15SA%3BG %10 Ure membranlarinin antibakteriyel aktivitesini ve dzelliklerini
incelemek i¢in kullanilmistir (Sekil 4.35). Membranlarin etrafindaki inhibisyon
zonu, S. aerous ve E. coli bakterilerinin membrana olan duyarliligindan
kaynaklanmaktadir. 24 saatlik inkiibasyondan sonra, membranlar etrafinda E. coli

ve S.aerous’a kars1 herhangi bir inhibisyon zonu gézlenmemistir.
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Sekil 4.35 PVA/Jel membranlarin farkli igeriklerinin (A) E. Coli ve (B) S.

Aerous’a karsi antibakteriyel aktivitesi

4.1.13 Sitotoksisite

Yara Ortiisii uygulamalarinda, nanofiber membranlarin fibroblast hiicreleri
iizerindeki  sitotoksik  etkisinin  degerlendirilmesi  Onemlidir.  Nanofiber
membranlarin biyouyumlulugunu degerlendirmek icin L929 fare fibroblast hiicre
hatlar1 kullanilarak MTT deneyi gergeklestirilmistir. Membran ekstraktlart ile 24
saat inkiibasyondan sonra hiicre canliligi sonuglar1 Sekil 4.36'da verilmistir.
PVA:Jel (90:10) %15SA, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG ve PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG%10Ure nanofiber ekstraktlarinin hiicre canlilig1 sirasiyla %120,83
+ 4,25, %124,48 £ 0,47 ve %66,21 + 0,91 iken, kontrol grubunun hiicre canliligi
%100'diir. ISO 10993-5:2009 standartlarina gore, hiicre canliliginin %70'ten fazla
olmasi durumunda maddeler sitotoksik olmayan olarak kabul edilir. PVA:Jel
(90:10) %I15SA ve PVA:el (90:10) %I15SA%3BG nanofiber membranlarin
hiicreler iizerinde herhangi bir sitotoksik etki gdstermedigi gozlemlenmistir. Bu
sonuglar, membranlardaki PVA ve jelatinin biyouyumlu davranig gosterdigini
ortaya koymustur. Ayrica, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG membrani fibroblast
hiicre proliferasyonunun hizlanmasina katkida bulundugu bilinen BG igermesi
nedeniyle fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu artirmistir [143]. Shoba ve
arkadaglar1 tarafindan hazirlanan papain-lire-PVA elektrospun nanoliflerin

sitotoksisite sonucu HaCaT hiicrelerinde yaklasik %80 olarak bulunmustur [144].
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Ghorai ve arkadaslar1 poliiiretan-iire bazli elektrospun nanolif membranlarin hiicre
canliligini %90 ve iizerinde bulmuslardir [145]. Ote yandan, Krysiak ve arkadaslari
elektroegirme ve elektrospreyleme teknikleri ile iiretilen {ire iceren polimer liflerin
in vitro keratojenik hiicreler iizerinde toksik etki gdsterdigini bildirmislerdir. Ure
konsantrasyonu maksimuma ulastiginda keratinosit sayisinin azalmaya basladigini
belirtmislerdir. Ayrica hiicrelerin iire ile dogrudan temasmin sitotoksik etkiye
neden oldugu sonucuna varmiglardir [107]. Hafif poliliretan-iire kopiigiiniin
sitotoksisitesi daha 6nce Liu ve arkadaslar tarafindan NIH 3T3 hiicreleri lizerinde
test edilmis ve hiicre canliligi %68,64 (24 saat) olarak bulunmustur. Hafif
poliiiretan-iire kopiigliniin hiicreler iizerinde hafif bir sitotoksik etkiye sahip
oldugunu belirtmislerdir [146]. Ure varligina bagli olarak iire iceren membran 1.929
fare fibroblast hiicreleri iizerinde hafif sitotoksik etki gdstermistir. Ure iceren
membranin hafif toksik etkisinin, fiber iizerinde serbest formda iire kullanimina

bagli olarak tirenin hiicrelerle dogrudan temasina dayanabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.36 Fibroblast hiicreleri elektrospun nanofiber membran ekstraktlar: ile
muamele edildikten sonra hiicre canliligi (%) sonuglari (veriler ortalama = SEM (n
= 6) olarak verilmistir). Cubuk tizerindeki farkli harfler degerler arasindaki anlamli
farklar1, gubuk iizerindeki ayn1 harfler ise Tukey'in ¢oklu karsilagtirma testine gore

degerler arasinda fark olmadigin1 gostermektedir (p < 0.05).
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4.1.14 In vivo yara modeli

Yara alani dl¢limleri, yara iyilesmesini klinik olarak degerlendirmenin en radikal
yolu olarak caligmalara dahil edilmektedir [147-149]. Bu ¢alismada, yara ortiisii
olarak kullanilan ii¢ farkli membranin (PVA:Jel (90:10) %15SA, PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG ve PVA:el (90:10) %15SA%3BG%10Ure) yara iyilesmesi
potansiyelini degerlendirmek i¢in Wistar sigan tam kalinlik eksizyonel yara modeli
kullanilmigtir. Zamana bagli yara kapanma orani sonuglar1 ve yara alanlarimin
goriiniimii sirastyla Sekil 4.37 ve Sekil 4.38'de sunulmustur. Yara iyilesme oranlari
giinlere gore incelendiginde, PVA:Jel (90:10) %15SA membrani ile tedavi edilen
grubun yara kapanma yiizdesinin 3. giinde en yiiksek oldugu gériilmiistiir. ilerleyen
giinlerde PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG membraninin yara iyilesme oraninin
arttig1 tespit edilmistir. Ameliyat sonras1 7. glinde, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG
ile tedavi edilen grubun yara kapanma oraninin (%61) sham grubuna (%39) gore
anlamli derecede yiiksek oldugu (p<0,001), diger yandan sham ile PVA:Jel (90:10)
%15SA(%49) veya PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure (%40) ile tedavi edilen
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi ortaya ¢ikmistir. Bu
durum, biyolojik olarak bozunmus membrandaki BG nanopartikiillerinin zaman
icinde fizyolojik viicut sivilariyla etkilesime girmesiyle agiklanabilir. Ameliyat
sonrast 10. giinde, PVA:Jel (90:10) %15SA% (%95) ve PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG (%93) gruplart sham (%82) grubuna gore onemli Olclide daha
yiksek (p<0,01) vyara kapanma oran1 gosterirken, M12 grubu (%90)
gostermemistir. Membran gruplart arasinda yara kapanma oranlar1 agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Dolayisiyla, 10. giindeki yara
kapanma oranlarina dayanarak bu gruplar i¢in yara iyilesmesinin hizlandig:
sonucuna varilabilir. PVA:Jel (90:10) %I15SA membraninin yara iyilesmesi
izerindeki etkisi, dogada bulunan ECM'yi taklit etme kabiliyeti ve yara bolgesine
fibroblast gogiinii kolaylagtiran ve enflamatuar bir fazi tesvik ederek hiicre
cogalmasii tesvik eden hemostatik bir ajan (jelatin) icermesi ile aciklanabilir
[150]. Ote yandan, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG membrani, PVA:Jel (90:10)
%15SA membrani ile ayn1 6zelliklere sahip olmasinin yani sira 4555 BG igererek

yara iyilesmesini desteklemeye katkida bulunur.
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Yu ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir ¢aligmaya gore, biyoaktif camlardan
fizyolojik viicut sivilarina salinan Si, Ca ve P iyonlari, anjiyogenez ve fibroblast
gbclinli  hizlandirmak i¢in biiyiime faktorlerinin (bFGF, VEGF ve EGF)
salgilanmasini1 uyarmaktadir. Ayrica kolajen I ve fibronektin sentezini de artirirlar.
Boylece, biyoaktif camlarin yaralarin iyilesmesini hizlandirmada 6nemli bir rol
oynadig1 iddia edilmistir [143]. Baska bir ¢alismada Sharaf ve arkadaslari,
Biyoaktif camlarin faydali etkileri nedeniyle diyabetik siganlarin yara iyilesmesini
hizlandirmak i¢in biyoaktif cam yiiklii selilloz asetat elektrospun nanofiber
membran kullanilmasin1 énermistir [151]. PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure
iceren membranin da PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG membranm1 gibi BG ve
PV A/Jelatin icermesi nedeniyle yara kapanmasini hizlandiracagi ongoriilmiistiir.
Ancak, lire igermesi nedeniyle, iyilesme oraninin PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG
grubuna gore biraz daha diisiik oldugu fark edilmistir. Bunun nedeni, iirenin bazal
hiicrelerde DNA sentezini azaltarak ve mitozdan sonra epidermal hiicrelerin olusum
siiresini uzatarak epidermal hiicrelerin ¢ogalmasini diizenlemesidir [152, 153].
Ameliyat sonras1 14. giinde tim gruplarda Sham, PVA:Jel (90:10) %I15SA ve
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG yaranin neredeyse kapandigi ve gruplar arasinda
anlamli bir fark olmadigi tespit edilmistir. Sekil 4.36'daki yara bdlgelerinin
goriintiileri, membranlarin eksiiday1 emme yetenegine sahip oldugunu ve biyolojik
olarak parcalanabilir oldugunu gostermektedir. Yara yatagindaki nemi korumak,
yara Ortiilerinin saglamasi gereken temel islevlerden biridir. Dogrudan havaya
maruz kalan bir yara, susuz kalmasina ve kabuk baglamasina neden olur.
Arastirmalar, nemli bir ortamda iyilesmenin daha hizli ger¢eklestigini gostermistir
[154]. Ure iceren membraninin igerdigi iire nedeniyle kabuk olusumunu azalttig
gozlemlenmistir (Sekil 4.38'da gdsterilmistir).

Boylece digerlerine gore daha nemli bir yara ortami saglamis olabilir. Choi ve
arkadaglar1 daha Once yara iyilesmesinde poliliretan-iire bazli s1vi bandaj malzemesi
kullaniminin yara bdlgesinin nemini yeterli seviyede tuttugunu ve buna bagli olarak
yara kabuklarinin olusumunun engellendigini gozlemlemislerdir [154]. Yara
kabugunun olmamasinin yara izini azalttig1 da iyi bilinmektedir [155]. Ure, cildin
en dig tabakasinda bulunan dogal bir nemlendirici faktérdiir (NMF) ve iire %1-20
gibi diisiik konsantrasyonlarda nemlendirici olarak gorev yaptigi bilinmektedir

[156].
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Ayrica iire, keratinosit farklilasmasi ile ilgili baz1 genlerin mRNA ekspresyonunu
kontrol ederek insan cildinin bariyer fonksiyonunu diizenlemek i¢in kullanilir ve
epidermiste antimikrobiyal peptitlerin sentezini artirarak cildin bagisiklik
sisteminin gli¢lendirilmesine katkida bulunur.

Normal ciltte bile, iire kullanimi bu peptitlerin bariyer fonksiyonunu iyilestirmesine
ve cildin bagisiklik sistemini gii¢lendirmesine yardimei olur[156]. Urenin yukarida
bahsedilen ozellikleri dogrultusunda, yara goriintiileri (Sekil 4.38) daha dikkatli
incelendiginde, lire igeren membran tedavisi sonrasi yenilenen cildin diger
membranlara kiyasla diizensiz bir yara izi olmadan normal cilde daha ¢ok benzedigi
gorlilmiistiir. Ayrica, Tablo 4.9'daki enflamasyon analizi ve Sekil 4.42°deki diizenli
kolajen birikimi de bu gozlemi desteklemektedir. Sonu¢ olarak, iire igeren
membranin BG ve {iirenin sinerjik etkisiyle normal, hipertrofik ve keloid skarlarin
gelisimini engelleyici bir etkiye sahip olabileceginden skar olusumunu azaltmak

icin kullanilabilecegi onerilebilir.

120
sk - Sham
1009 U £ PVA:Jel (90:10) %15SA
I PVA:Jel (90:10)
80 - B3 o155A%BC
60 W @ PVA:Jel (90:10)

%15SA%3BC% 10 Ure

Y ara Kapanma (%)

1.Gin 3.Gin 5.Giin 7.Giin 10.Giin 14.Giin

Sekil 4.37 Sham ve farkli icerikli membran gruplariin farkli zaman noktalarindaki
(1,3,5,7, 10 ve 14. giinler) yara kapanma oranlari. Veriler ortalama + SEM olarak
verilmistir (1, 3, 5, 7, 10 giin i¢in n=12, 10 ve 14 giin i¢cin n=6). Anlaml1 fark **p <
0.01 ve ***p < 0.001 olarak kabul edilmistir. A, B: Farkli biiytlik harfler her giin

icin gruplar arasindaki anlamlilig1 gostermektedir (p < 0.05).
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Sekil 4.38 Yara bolgelerinin farkli grup ve giinlerdeki goriintiileri

4.1.15 Histopatoloji

Yara iyilesmesini daha yakindan incelemek i¢in nakli takip eden 7. ve 14. giinlerde
histopatolojik analiz yapilmistir. Yeniden epitelizasyonu aragtirmak amaciyla epitel
kalinligin1 6lgmek icin yara bolgesinden alinan kesitler HE ile boyanmustir;
sonuclar Sekil 4.39'de verilmistir. 7. giinde, Sham, PVA:Jel (90:10) %]15SA,
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG ve PVA:el (90:10) %15SA%3BG%10Ure
membran gruplarinin ortalama epitel kalinliklar1 6l¢iilmils ve sirasiyla 35,4+4,32
pm, 33,943.27 um, 42,7+42,61 pm ve 42,4+2,49 pm olarak belirlenmistir. 14.
giinde, gruplarin epitel kalinliklar1 sirasiyla 53,2+3,68 um, 59,3+4,84 um,
63,3+2,55 pum ve 60,0£4,61 um olarak Olcllmiistir. PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG ve PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure gruplari her iki giinde de
daha yiiksek epitel kalinligina sahip olsa da, sham grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunmamistir.
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Ayrica, 14. giinde yara boyutu makroskobik olarak tim gruplarda ayni olmasina
ragmen, mikroskobik analiz gbézlemine gore, sham gruplarinin tamaminda ve
PVA:Jel (90:10) %15SA gruplarmin bir kisminda erode (tamamen epitel doku ile
kaplanmamig) alan devam ederken, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG gruplarinin
tamaminda ve PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure gruplarinin neredeyse

tamaminda tam kalinlikta epitelizasyon gozlenmistir.

80 Bl Sham
E =3 PVA:Jel (90:10) %15SA
i 60 T -1 =3 PVA:Jel (90:10) %15SA
= %3BC
= [ |
= 40- PVA:Jel (90:10) %15SA
N~ %3BC %10Ure
2
N
.a 20—
=

0- T T

7. Giin 14. Giin

Sekil 4.39 Sham, farkli icerikli membran gruplarinin farkli zaman noktalarindaki
(7. ve 14. giinler) epitel kalinlig1. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir (n =
6). Cubuk tizerindeki ayni harfler, her giin i¢in Tukey'in ¢coklu karsilastirma testine

gore degerler arasinda fark olmadigini gosterir (p > 0,05).

Tablo 4.9 Sham ve farkli igerikli membran gruplarinin farkli zaman noktalarindaki

(7. ve 14. giinler) enflamasyon seviyeleri.

Giinler Enflamasyon Skoru
Sham PVA/JEL PVA/JEL (90:10) | PVA/JEL
(90:10)%15SA %15SA %3BG (90:10) %I15SA
%3BG %10 URE
7. Glin 2.83+£0.17 2.67+0.21 2.00 £ 0.01 2.17+£0.17
14. Glin | 2.67£0.21 2.33+£0.33 1.50 £ 0.22 1.67+0.21

90




Enflamatuar faz, patojenleri dnlemek ve olii dokuyu uzaklagtirmak i¢in gerekli
oldugundan yaralarin iyilesmesinde onemli bir asamadir [157]. Yara bolgesinde
enflamasyon azaldikca, yeni kan damarlar1 ve bag dokusu olusmaya baslar. Sonug
olarak, yara alam1 daralir ve proliferasyon asamasi baglar[158]. Uzun siireli
enflamasyon, yara iyilegsmesinin normal ilerleyisini etkileyerek iyilesme siirecinde
gecikmeye neden olabilir ve keratinositlerin aktivasyonunda ve farklilagmasinda
anormalliklere yol agabilir [157]. Ayrica, enflamasyon kolajen sentezinin modiile
edilmesinde rol oynar ve enflamasyonun yogunlugu yaranin nihai skarindaki artisla
iligkilendirilmistir [158]. Enflamasyonu degerlendirmek i¢in hematoksilen-eozin
(HE) ile boyanmis yara bolgelerinin goriintiileri Sekil 4.40'ta sunulmus ve sonuglar
Tablo 4.9 ve Sekil 4.41°de verilmistir. Sham grubuna kiyasla PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG ve PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure membranlari ile tedavi
edilen gruplarda enflamatuar reaksiyonun onemli dlglide baskilandigi sonucuna
varilmistir (p < 0.05).

14. glinde, hem M8 hem de Sham gruplarinda orta ila siddetli enflamasyonun
devam ettigi, Sham grubunun agirhikli olarak akut inflamasyon sergiledigi
goriilmiistiir. Notrofillerin normal yara iyilesme siirecinin 3-4. giinlerinde
lenfositler ve plazma hiicreleri ile yer degistirmesi gerekir. Bu giinlerden sonra
notrofil l6kositlerin varligi akut enflamasyonun bir gostergesidir ve yara
iyilesmesini geciktiren faktdrlerden biridir [159]. PV A:Jel (90:10) %15SA%3BG
ve PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure gruplarindaki enflamatuar hiicreler
incelendiginde, lenfositlerin ve plazma hiicrelerinin en yaygin enflamatuar hiicre
tiirleri oldugu goriilmiistiir. Buna gore, ne PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG ne de
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure gruplarinda uzun siireli akut enflamasyon
goriilmistilir. 45S5 biyoaktif camin iyonik ¢éziinme {iriinlerinin makrofajlarda anti-
enflamatuar faktorlerin ekspresyonunu artirici etkisi oldugu ve boylece enflamatuar
yanit1 azaltarak yara iyilesme siirecini hizlandirdig1 bilinmektedir [160]. Sonuglar,
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG ve PVA:el (90:10) %15SA%3BG%10Ure
membranlarinin 45S5 biyoaktif camin varlifiyla enflamatuar yanit1 azaltarak yara

iyilesmesini hizlandirdigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.40 Yara bolgelerinin hematoksilen-eozin (HE) boyama goriintiileri
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Sekil 4.41 Sham ve farkli icerikli membran gruplariin farkli zaman noktalarindaki

(7. ve 14. giinler) enflamasyon seviyeleri. Veriler ortalama = SEM olarak verilmistir

(n = 6). Cubuk tizerindeki farkli harfler degerler arasindaki anlamli farklari, gubuk

iizerindeki ayni harfler ise Kruskal-Wallis testi ve ardindan ¢oklu karsilagtirmalar

icin Dunn testine gore her giin i¢in degerler arasinda fark olmadigini gostermektedir

(7. ve 14. giinlerdeki enflamasyon skorlari i¢in p < 0,05.)

Tablo4.10 Sham ve farkli icerikli membran gruplarinin farkli zaman noktalarindaki

(7. ve 14. giinler) kollajenizasyon seviyeleri.

Giinler Kollajenizasyon skoru
Sham | PVA/JEL PVA/JEL | PVA/JEL
(90:10)%15SA | (90:10) (90:10)
%15SA %15SA
%3BG %3BG
%10 URE
7. Gin 1.33 £] 1.67+£0.21 2.50+0.22 | 2.17+0.17
0.21
14. Giin 1.67 £ 2.17+£0.31 2.17+£0.31 | 2.50+£0.22
0.21

Bag dokusunda en yaygin protein olan ve fibroblastlar tarafindan tiretilen kolajen,

doku rejenerasyonu i¢in ¢ok Onemlidir ¢linkii onarilan cildin mekanik giiciinii,

elastikiyetini ve islevselligini yeniden kazanmasina yardimc1 olur.
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Ayrica, yara olusumunu dnlemek i¢in kolajen sentezi ve yikimi arasindaki dinamik
dengeyi korumak gerekir [161].

Transplantasyondan 7 ve 14 giin sonra gerceklesen kolajen birikimini
degerlendirmek icin, Masson's trichrome (MT) ile boyanmis yara alanlariin
goriintlileri Sekil 4.42'de ve sonuglar Tablo 4.10 ve Sekil 4.43’te verilmistir. 7.
giinde, gruplarin kolajen birikimi incelenmistir, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BGve
PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure gruplar: sham grubuna gore dnemli dlgiide
artmis kolajen olusumu (p<0.01) gostermistir.

Bu durum, BG'den salinan Si, Ca ve P iyonlarinin tetikledigi artmig fibroblast
proliferasyonunun kolajen sentezi iizerinde belirgin bir etkiye sahip olmasiyla
aciklanabilir [143]. Tiim gruplarin kolajen birikimleri 14. giinlin sonunda benzer
olsa da (p>0,05), Sekil 4.42'de acik¢a goriildiigii gibi, Sham ve PVA:Jel (90:10)
%I15SA gruplarina kiyasla PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG ve PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG%10Ure gruplarinda kolajen demetlerinin daha diizenli dagildig:
gozlenmistir. Bu durum, sham ve PVA:Jel (90:10) %15SA gruplarinda gelecekte
hipertrofik skar veya keloid dokusu gelisebilecegini diisiindiirmektedir.
Miyofibroblastlar, keloidler ve hipertrofik skarlar gibi asir1 skar olusumunu
onlemek amaciyla asir1 kolajen birikimini azaltmak i¢in yara iyilesmesinde yeniden
epitelizasyondan sonra apoptozise ugrar. BG'nin diizenli, diizgiin konumlanmis
kolajen liflerinin olusumunu tesvik ettigi iyi bilinmektedir. Ayrica BG,
fibroblasttan miyofibroblasta farklilasmay1 inhibe ederek hipertrofik skarlar ve
keloidler gibi asir1 skar olusumunu azaltmada etkili bir rol oynamaktadir [160].
Bununla birlikte, %6-30'luk konsantrasyonlarda iire proteolitik aktivite gosterir
[153]. Urenin proteolitik aktivitesinin esit olmayan ve kaba kolajen gelisimini
engellemis olmasi muhtemeldir. Ayrica, sitotoksisite analizi sonuglart PVA:Jel
(90:10) %15SA%3BG%10Ure membraninin fibroblast hiicreleri {izerinde hafif bir
toksik etkiye sahip oldugunu gostermistir. Buna karsilik, enflamasyon ve
kolajenizasyon sonuglar1, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure membranina iire
dahil edilmesinin in vivo olarak tolere edilebilecegini agik¢a gdstermistir. Genel
olarak, bu sonuglar PVA/Jel/BG/Ure membranlarmin hafif bir sitotoksik etkiye

sahip olmasina ragmen biyouyumlu 6zellikler sergiledigini gostermektedir.
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Masson’s Trichrome Boyama

Sham

PVA/Jel
(90:10)%15SA

PVA/Jel
(90:10)%15SA
%3BG

PVA/Jel
(90:10)%15SA
%3BG %10
Ure

Sekil 4.42 Yara bolgelerinin Masson's trichrome (MT) boyama goriintiileri
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Kollajenizasyon

b.c a l l
1

T T
7. Giin 14. Giin

i 00N

Sham
PVA/JEL 90:10 %15SA

PVA/JEL 90:10 %15SA
%3BG

PVA/JEL 90:10 %15SA
%3BG %10 URE

Sekil 4.43 Sham ve membran ile tedavi edilen gruplarin farkli zaman noktalarindaki

(7. ve 14. giinler) kolajenizasyon seviyeleri. Veriler ortalama + SEM olarak

verilmistir (n = 6). Cubuk iizerindeki farkli harfler degerler arasindaki anlamli

farklari, cubuk tizerindeki ayni harfler ise Kruskal-Wallis testi ve ardindan ¢oklu

karsilagtirmalar i¢in Dunn testine gore her gilin i¢in degerler arasinda fark

olmadigin1 géstermektedir (7. giindeki kolajenizasyon skorlari i¢in p < 0.01 ve 14.

giindeki kolajenizasyon skorlarinda anlamli fark yoktur p > 0.05).

4.1.16 immiinohistokimyasal analiz

Tablo 4.11 Sham ve farkli i¢erikli membran gruplarinin farkli zaman

noktalarindaki (7. ve 14. giinler) damar sayis1

Giinler Damar Sayis1
Sham PVA/JEL PVA/JEL PVA/JEL (90:10)
(90:10)%15SA (90:10) %15SA %3BG %10
%15SA URE
%3BG
7. Glin 1,57+ 2,33+0,84 3,70 £ 0,29 4,47 £0,35
0,20
14. Giin 5,95+ 11,58 +2,19 13,72+ 1,24 14,97 £ 1,62
1,22
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Bir¢ok mikrodamar igeren graniilasyon dokusu, yara iyilesmesinin proliferasyon
faz1 swrasinda olusur. Anjiyogenez, oksijenlenme, beslenme destegi, onarici
hiicrelerin yara bolgesine hizli bir sekilde ulasmasi ve olusan artiklarin dengeli bir
sekilde ortadan kaldirilmasini saglayarak yara onarim siirecine katkida bulunur
[162]. lyilesme siirecinde membranlarla tedavi edilen veya edilmeyen yaralarin
damarlanmasini degerlendirmek i¢in, yeni olusan kan damarlarini ortaya ¢ikarmak
amaciyla CD31 boyamas1 yapilmistir (Sekil 4.44). Sonuglar Tablo 4.11 ve Sekil
4.45°te verilmistir. PVA:Jel (90:10) %I15SA%3BG ve PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG%10Ure gruplarindaki damar miktarlar1 her iki giinde de sham
grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p degerleri sirasiyla p < 0.05
ve p<0.01).

Ayrica, PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG ve PVA:Jel (90:10) %15SA%3BG%10Ure
arasinda Onemli bir fark gozlenmemistir. Sonu¢ olarak, PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG ve PVA:el (90:10) %15SA%3BG%10Ure membranlari,
anjiyogenezi tesvik eden BG'nin dahil edilmesi sayesinde vaskiilarizasyonu
artirmistir  [72], [163], [164]. Ure konsantrasyonunun graniilasyon dokusu
olusumunun boyutunu ve hizini artirirken epitelizasyon hizim1 geciktirdigi, Olson
ve arkadaglan tarafindan iirenin yara iyilesmesi lizerindeki etkisi lizerine yapilan
aragtirmaya gore tespit edilmistir [165]. Bulgularimiza gore, PVA:Jel (90:10)
%15SA%3BG%10Ure membran1 her iki giinde de en yiiksek seviyede
vaskiilarizasyon sergilemistir. Biyoaktif camin iire ile kullanilmasinin, tek basina
biyoaktif cam kullanimma kiyasla vaskiilarizasyonu kismen artirabilecegi

sonucuna varilabilir.
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Sham

PVA/Jel
(90:10)%15SA

PVA/Jel
(90:10)%15SA
%3BG

PVA/Jel
(90:10)%15SA
%3BG %10
Ure

Sekil 4.44 Farkli zaman noktalarinda (7. ve 14. giinler) yara bolgelerinin CD31

immiinohistokimyasal boyamasi

98



N
W
1

20- Bl Sham
- C
z b.c 3 PVA/JEL 90:10 %15SA
= 15+ ab
% = PVA/IEL 90:10 %15SA
= T %3BG
E 10+ g PVA/JEL 90:10 %15SA
a %3BG %10 URE

(5}
1

a
b.c
a2 ab jb ' i
0- T

7. Giin 14. Giin

Sekil 4.45 Sham ve farklt membran gruplarinin farkli zaman noktalarinda (7. ve 14.
giinler) yeni olusan damar sayisi. Veriler ortalama + SEM olarak verilmistir (n =
6). Cubuk tizerindeki farkli harfler degerler arasindaki anlamli farkliliklari, gubuk
iizerindeki ayni harfler ise Tukey'in coklu karsilastirma testine gore degerler

arasinda fark olmadigini géstermektedir (p < 0,05).
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4.2 Kitosan Nanopartikill ve Kitosan Nanopartikiil Yiikli Membran

Analizleri

4.2.1 Nanopartikiil Boyutu, Polidispersite Indeksi ve Zeta Potansiyeli

Tablo 4. 12 Medium Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan Orneklerin Boyut

Analizi

No | pH | Kitosan | TPP Man.K. | Son. | Man. | Ibu Boyut | PDI | Zeta

mgns (2 | @y | g | @m)

ml mg/ml (saat) 10

ml)

1 4.5 | 125 5 ml 30 30 30dk |1 144.1 | 0.322 | 36.4
2 149|125 5 ml 30 30 30dk |1 153.2 | 0.396 | 26.5
3 1451200 25ml |30 2 4 1 412 0.503 | 259
4 145|200 25ml |30 2 1 1 342 0.602 | 42.9
5 1451200 25ml |30 2 2 1 377 - -
6 |49 1200 25ml |30 2 1 1 237 - -
7 4.5 1200 25ml |30 2 4 1.247 |452.3 |0.433 | 31
8 4.9 |200 25ml |30 2 4 1.247 |367.3 | 0.528 | 28
9 4.5 1200 25ml |30 2 1 1.247 | 341 0.703 | 30.3
10 [ 4.9 | 200 25ml |30 2 1 1.247 | 421 0.668 | 30.3
11 4.5 ]200 25ml |30 2 2 1.247 | 380 0.478 | 25
12 149 | 200 25ml |30 2 2 1.247 | 382 0.449 | 293
13 145|200 25ml |30 2 6 15.3 1154 | 0.749 | -
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Tablo 4.12 (devami) Medium Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan

Orneklerin Boyut Analizi

No | pH | Kitosan | TPP Man.K. | Son. | Man. | Ibu Boyut | PDI | Zeta
(mg)25 | 2 @) gk | X o me) | @m)
ml mg/ml (saat)

14 145|200 25ml |30 2 4 15.2 864,7 |0.745 | -
(10 ml)

15 4.5 200 25ml |30 2 2 15.5 595.7 |0.667 | -
(10 ml)

16 | 4.5 |200 25ml |30 2 4 14.8 1020 | 0.930 | -
(8 ml)

17 145|200 25ml |30 2 4 12.3 497.7 10.545 | -
(8 ml)

18 4.5 |200 25ml |30 2 4 9 798.8 |0.678 | -
(8 ml)

19 4.5 200 25ml |30 2 4 5.8 1630 | 0.928 | -
(8 ml)

20 | 4.5 | 200 25ml |30 2 6 12.6 704.7 | 0.667 | -
(8 ml)

21 4.5 200 25ml |30 2 4 12.1 516.8 |0.669 | -
(8 ml)

22 145|200 25ml |30 2 2 12.2 367.2 | 0.715 | -
(8 ml)

23 145|200 25ml |30 2 4 12 1169 |0.947 | -
(8 ml)

24 145|200 25ml |30 2 4 12 982.1 |0.783 | -
(8 ml)
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Tablo 4.12°de 13-15 nolu numunelerin TPP eklemesi sonikatorde yapilmistir. 16-

19 nolu numunelerin TPP eklenmesi manyetik karistiricida yapilmistir. 20-22 nolu

numunelerin TPP eklenmesi sonikatdrde yapilmistir fakat TPP ekleme 6ncesinde 2

dk sonikatorde bekletilmistir. 23 ve 24 nolu numuneler 17 nolu numunenin

tekraridir. Tablo 4.12° deki elde edilen sonuglar incelendiginde, ila¢ miktar1 arttikca

nano boyuttan mikro boyutlara ¢ikildigi belirlenmistir. TPP eklenmeden 6nce

sonikatorde 2 dk beklenmesi ve TPP’nin sonikatorde eklenmesi partikiil boyutunu

azaltmistir. Fakat tiim sonuclar incelendiginde Medium molekiil agirlikli kitosanin

istenilen nano boyutta partikiil {iretimi i¢in uygun olmadig: tespit edilmistir. Bu

nedenle sonraki caligsmalara diisiik molekiil agirlikli kitosan ile devam edilmistir.

Tablo 4.13 Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan Orneklerin Boyut

Analizi (Metanol)
No | pH | Kitosan | TPP | Man.K. | Son. | Man. | Ibu Boyut | PDI | Zeta
(mg)/25 |2 (dk) (dk) | K. (mg) (nm) (mV)
ml mg/ml (saat)

1 4.5 |200 25ml | 30 2 6 12mg |400,7 |0.445 | 22.6
(8 ml)

2 |45 200 25ml | 30 2 4 12mg |234.1 |0.405 | 25.9
8 ml

3 145 (200 25ml | 30 2 2 12.2mg | 252.5 |0.366 | 22.8
(8 ml)

4 |45 200 25ml | 30 2 4 9.1mg |274.1 |0.430 | 28.8
(8 ml)

5 4.5 (200 25ml | 30 2 4 12.1mg | 234.2 |0.442 | 28.1
(8 ml)

6 |45 (200 25ml | 30 2 4 I5mg |[2653 |0.367 |29.5
(8 ml)

7 145|200 25ml | 30 2 4 18.2mg | 3384 | 0.458 | 29.4
(8 ml)

8 145|200 25ml | 30 2 4 - 376.7 |0.436 | 22.3

9 145|200 25ml | 30 2 4 - 328.8 |0.488 | 28.8
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Tablo 4.13° deki 1-3 nolu numuneler incelendiginde 4 saatlik karigtirmanin
optimum siire oldugu tespit edilmistir. 4-7 nolu numunelere bakildiginda %15 ilag
iceren kitosan nanopartikiil boyutu %20 ve %?25’ten biyiktir. %20-30
numunelerinde ise partikiil boyutu ilag miktarinin artmasiyla dogru orantili olarak
artmistir. Ibuprofen icermeyen 8 ve 9 nolu numunelerde PVA ve Metanoliin
partikiil boyutuna ciddi bir etkisinin olmadigini gostermekle birlikte PDI miktarini
bir miktar azaltmistir. Caligmalara ibuprofen miktar1 artirilarak ve ¢oziicii olarak

etanol kullanilarak devam edilmistir.

Tablo 4.14 Diisiik Molekiil Agirlikli Kitosan ile Hazirlanan Orneklerin Boyut

Analizi (Etanol)

Nanopartikiil Partikiil Boyutu | PDI Zeta potansiyeli

(d.nm) (mV)
KNP 210.7+8.20 0.354+0,01 +28.8
IBU(20%)-KNP(6sa) 380.4+64.7 0.460+0,05 +31.7
IBU(20%)-KNP(2sa) 222.8+1.1 0.394+0,01 +22.8
IBU(20%)-KNP(4sa) 234.1+6.9 0.405+0,03 +31.2
IBU(25%)-KNP(4sa) 265.3£14.8 0.367+0,05 +30.7
IBU(30%)-KNP(4sa) 338.4+63.7 0.458+0,07 +34.9

Sentezlenen nanopartikiiller partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta
potansiyeli acgisindan degerlendirilmis ve sonuglar Tablo 4.14'te sunulmustur.
Boyut dagilimi modellerinin grafiksel gosterimi Sekil 4.14' de gosterilmistir.
Polidispersite indeksi (PDI) degerinin 0,5'in altinda olmas1 nispeten dar, homojen
bir boyut dagilimin1 ve nanopartikiillerin minimal agregasyonunu gosterir [166],
[167]. Zeta potansiyeli, kolloidal sistemlerin stabilitesini gosteren dnemli bir
parametredir ve £30 mV'den biiyiik degerler tipik olarak stabilizasyon i¢in yeterli
kabul edilir[168] Nanopartikiil Z-ortalama c¢aplarinin karigtirma siiresinin
artmasiyla 222,8 nm'den 400,7 nm'ye yiikseldigi tespit edilmistir. Ayrica
Polidispersite Indeksi (PDI) sirastyla 0.394’ten 0.460’a olmak iizere artis
gostermistir. 2 saatlik bir karistirma siiresinin ardindan nanopartikiiller 22,8'lik bir
zeta potansiyeli sergileyerek kararsizlik gostermistir. Ancak, 4 ve 6 saatlik
karistirma siirelerinin sonunda, zeta potansiyelleri sirastyla 31,2 ve 31,7 gibi benzer

degerler gostermistir.
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Z-ortalama c¢ap1, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli sonuglari
karsilagtirildiginda, optimum karigtirma siiresinin 4 saat oldugu tespit edilmistir.
Sonraki aragtirmalarda, farkli baslangi¢ ibuprofen konsantrasyonlari (¢ozeltideki
kitosan konsantrasyonuna gore %20, %25 ve %30) deneye tabi tutulmustur.
Ibuprofen igeren kitosan partikiilleri 234.1 ila 338.4 nm arasinda degisen partikiil
boyutu sergilemistir. Z-ortalama caplari, literatiirdeki bulgularla tutarli olarak
baslangigtaki ibuprofen icerigiyle orantili olarak artmistir[167]. Ayrica, IBU(%20)-
KNP(4sa), IBU(%25)-KNP(4sa) ve IBU(%30)-KNP(4sa)'nin polidispersite indeksi
sirastyla 0,405, 0,367 ve 0,458 olarak bulunmustur. Cesitli ibuprofen
konsantrasyonlarinda goézlenen minimum polidispersite indeksi (PDI) degeri,
ozellikle IBU (%25)-KNP (4 saat)'de 0,367'dir. Cesitli baslangi¢c ibuprofen
konsantrasyonlarinda sentezlenen nanopartikiillerin zeta potansiyelleri 30 mV

civarindadir ve bu da koloidal sistemlerin kararliligina isaret etmektedir.
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Sekil 4.46 Kitosan Nanopartikiillerin DLC ile dl¢iilen yogunluguna gore pargacik
boyutu dagilimi KNP (A), IBU(%20)-KNP(6h) (B), IBU(%20)-KNP(2h) (C),
IBU(%20)-KNP(4h) (D), IBU(%25)-KNP(4h) (E), IBU(%30)-KNP(4h) (F)
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4.2.2 Fourier Transform Infrared Spektrofotometre (FTIR)

Nanopartikiillerin ve ibuprofenin kimyasal yapisini aydinlatmak i¢in ibuprofen,
kitosan nanopartikiilleri ve ibuprofen yiikli kitosan nanopartikiilleri tizerinde
Fourier-transform infrared (FTIR) analizleri yapilmustir. Ibuprofen, kitosan
nanopartikiilleri ve ibuprofen yiikli kitosan nanopartikiillerinin karakteristik
titresim modellerini gosteren FTIR spektrumlar1 Sekil 4.47'de gosterilmistir. Saf
ibuprofende belirgin karakteristik pikler ayirt edilmistir. 3000-2800 cm-'
bolgesindeki  pikler alifatik C-H  baglarinin  gerilme titresimlerine

atfedilmektedir(20).

Ozellikle, 1704 cm-"de belirgin karbonil gerilmesinin gdstergesi olan saglam ve iyi
tanimlanmis bir karbonil piki (C = O) ortaya ¢cikmustir. Ayrica, 1504 cm-'de
gbzlemlenebilir bir aromatik halka titresimi (C = C) ortaya ¢ikmis ve 1228 cm-'"de
fark edilebilir bir C-O (veya C-OH) germe modu tespit edilmistir[ 169].

Kitosan nanopartikiilleri 3250 cm-'de genis bir -OH germe piki gostermistir.
Gozlenen pikler karbonil grubunun (C=0) gerilme titresimine karsilik gelen 1640
cm-""de ve amino grubunun (-NH) gerilme titresimini gosteren 1545 cm-''de
tanimlanmistir. Kizilotesi spektrumda 1215 cm-""de kaydedilen pik, P=O germe
titresimine karsilik gelir ve kitosanin (CS) dogasinda bulunan amino gruplar ile
tripolifosfat (TPP) i¢indeki fosfat gruplari arasindaki baglarin kuruldugunu gosterir
[170] .

Ibuprofen ile iligkili ayirt edici pikler, nanopartikiillerin iiretilmesinin ardindan
algilanamaz hale gelir. Bu sonu¢ ilacin etkili bir sekilde kapsiillendigini
kanitlamaktadir. Sekil 4.48 ve Sekil 4.49 incelendiginde membranlarda ibuprofenin
1704 cm-"de karbonil piki (C = O) gozlemlenmemistir.
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Sekil 4.47 Saf ibuprofen (a), kitosan nanopartikiil (KNP) (b), IBU(%20)-KNP(4h)
(c), IBU(%25)-KNP(4h) (d), IBU(%30)-KNP(4h)(e) FTIR spektrumlari
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Sekil 4.48 Daldirma ydntemiyle iiretilen %25 Ibuprofen- kitosan nanopartikiil
katkili Membranin (90:10 (PVA-JEL) %15SA %3BG) FTIR analiz sonucu
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Sekil 4.49 Piiskiirtme ydntemiyle iiretilen %25 Ibuprofen- kitosan nanopartikiil
katkili Membranin (90:10 (PVA-JEL) %15SA %3BG) FTIR analiz sonucu

4.2.3 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Sekil 4.50 ve Sekil 4.51 kitosan nanopartikiilleri ve ibuprofen yiiklii kitosan
nanopartikiillerinin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) ile gdzlemlenen
morfolojik ozelliklerini gdstermektedir. Sekil 4.42'da gosterilen elektron
mikrografi, TPP ile ¢apraz baglanmis kitosan nanopartikiillerinin piiriizsiiz, daha
kiigiik ve kiiresel bir morfoloji sergiledigini ortaya koymaktadir. Sekil 4.50
incelendiginde ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiillerinin kiiresel bir sekil aldigi
goriilmektedir.

Sekil 4.52 ve sekil 4.53 incelendiginde elektrosprey yontemiyle membran iizerine
kitosan nanopartikiillerin eklenmesi sonucunda iiretilen membranin daldirma
yontemine gore iiretilene kiyasla daha piiriizsiiz bir kaplama gerceklestirdigi tespit

edilmisgtir.
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Sekil 4.51 %25 ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiil x20k ve x60k biiyiitmesi ile
SEM goriintiisii

1am 10 pm
| FHT=1000 KV WD = 7.0 mm Signal A = SE1 Mag = 30, H EHT=10.00 KV WD= 7.0 mm Signal A = SE1 Mag= 1.00]

Sekil 4.52 Daldirma yontemi ile iiretilen KNP-IBU katkili PVA-Jelatin (90:10)
%15 Sitrik Asit ve %3 Biyoaktif Cam ile hazirlanan membranin x30k ve x1k

biiylitmesi ile SEM goriintiisii
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Sekil 4.53 %25 ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiil kapli membranin x1k ve

x30k biiytitmesi ile SEM goriintiisii

4.2.4 Verim, Enkapsiilasyon Etkinligi ve fla¢ Yiiklemesi

Tablo 4.15 Ibuprofen yiiklii nanopartikiil verimi (%), ilag yiiklemesi (%) ve
enkapsiilasyon etkinligi (%)

Nanopartikiil Verim (%) | YK (%) EE (%)
IBU(20%)-KNP(4sa) 82.2 16.8 79.8
IBU(25%)-KNP(4sa) 86.1 19.1 78.1
IBU(30%)-KNP(4sa) 78.9 22.4 74.0

Sentezlenen ibuprofen (IBU) yiiklii kitosan nanopartikiillerinin verimi, Esitlik (7)
kullanilarak gravimetrik yontemle belirlenmistir. Kantitatif analiz UV-Vis
spektrofotometresi kullanilarak gerceklestirilmis, yiiklenen ibuprofen miktar1 265
nm dalga boyunda absorbans &lgiilerek tespit edilmistir. Ibuprofen icin
enkapsiilasyon etkinligi (EE) ve ilag¢ yiikleme kapasitesi (YK) sirasiyla Denklem
(8) ve (9) kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen sonucglar Tablo 4.12'de
sunulmustur. Ibuprofenin baslangi¢ konsantrasyonlarindaki artisla birlikte,
enkapsiilasyon verimliliginde bir diisiisle birlikte ilag yilikleme kapasitesinde bir
artis oldugu tespit edilmistir. Bu bulgular mevcut literatiirle uyumludur [171]. En
yliksek reaksiyon verimini sergileyen nanopartikiil formiilasyonu IBU(%25)-

KNP(4h) olarak belirlenmis ve %86,1'lik bir verimlilik elde edilmistir.
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Tim sonuglarin kapsamli bir sekilde degerlendirilmesinin ardindan, en diisiik
polidispersite indeksi (PDI), yeterli zeta potansiyeli, uygun zeta ¢ap1 ve yliksek
reaksiyon verimi nedeniyle optimum formiilasyonun IBU(%25)-KNP(4h) oldugu

belirlenmistir.

4.2.5 In vitro fla¢c Salimim ve Sahm Kinetigi

Ibuprofenin IBU(%25)-KNP(4h)'den salinim davranisini incelemek icin, salmim
ortami olarak fosfat tamponlu salin (PBS) kullanilmis ve pH 7.4 olarak tutulmustur.
IBU(%25)-KNP(4h)’den ibuprofenin salimi 7 saat boyunca kontrollii olarak
gerceklesmistir. Ibuprofenin kiimiilatif salim1 7 saatlik bir siirenin ardindan %90'a
ulagmustir.

IBU(%25)-KNP(4h) yiiklii membrandan ilag salim1 7 saat boyunca kontrollii olarak
gerceklesmis ve 7 saat sonunda ibuprofenin membranin yilizeyinden salimi1 %83’e
ulasmistir. Bu ilag salim profilleri, IBU(%25)-KNP(4h) nanopartikiillerinin
kontrollii ve uzun siireli ilag salim uygulamalar1 i¢in potansiyel faydasinin altini

cizmektedir.
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Sekil 4.54 Ibuprofenin IBU(%25)-KNP ve IBU-KNP-Membrandan salim kinetigi

Tablo 4.16 Cesitli kinetik modellerden elde edilen ibuprofen salim parametreleri

Nanopartikiill ~ Zero-order First-order = Higuchi  Korsmeyer-Peppas

R? R? R? R? n
IBU(25%)-KNP 0,622 0.900 0.873 0.922 0.26
IBU(25%)-KNP 0,921 0.750 0.810 0.909 1.04

Membran

IBU(%25)-KNP(4h)'den ibuprofen salim kinetigi ve mekanizmalarinin
degerlendirilmesi, sifirinct derece, birinci derece, Higuchi ve Korsmeyer-Peppas
dahil olmak iizere c¢esitli matematiksel modellerin uygulanmasini igermistir.
Sifirinct dereceden kinetik, dozaj formundaki ilag konsantrasyonundan bagimsiz
bir salim mekanizmasini ifade eder [172]. Birinci dereceden kinetik modelde, ilag

salim hizinin dozaj formunda kalan ilag miktar ile dogru orantili oldugu varsayilir

[173].
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Ozellikle salim mekanizmasinda Fickian difiizyonun baskin oldugu sistemler i¢in
uygun olan Higuchi modeli, ila¢ saliminin matriks boyunca difiizyon ile kontrol
edildigini varsayar [174]. Korsmeyer-Peppas modeli, 6zellikle polimerik matrisler
gibi kontrollii ila¢ salim sistemleri i¢in yaygin olarak kullanilan bir matematiksel
modeldir[175].

Salim kinetik grafikleri Sekil 4.54’te ve kinetik modellerden elde edilen ilgili
parametreler Tablo 4.16'da sunulmustur. Her bir modelle iliskili R? degerine
dayanarak, ibuprofenin kitosan nanopartikiillerden salim profilinin Korsmeyer-
Peppas kinetigine daha yakin bir uygunluk sergiledigi tespit edilmistir. Korsmeyer-
Peppas kinetigindeki n parametresi ilag salim mekanizmasin1 tanimlamak igin
kullanilir [176]. Ibuprofenin IBU(%25)-KNP(4h)'den salim mekanizmasin
karakterize eden n parametresi, Korsmeyer-Peppas kinetigi modelinin
uygulanmasiyla belirlendigi iizere, 0,26 olarak tespit edilmistir. n < 0.43
oldugunda, Fickian difiizyonu gosterir [105]. Bu ¢alismada sentezlenen IBU yiiklii
kitosan nanopartikiillerden ibuprofenin saliniminin, polimer matristen difiizyon
yoluyla gerceklestigi soylenebilir. IBU(25%)-KNP Membrandan ibuprofenin salim
kinetik modelleri incelendiginde R? degerine dayanarak, sifirinci dereceden salim
kinetigine uygun oldugu belirlenmistir. Bu durum membrandan ibuprofen saliminin

zamanla sabit oranda ila¢ salimi gerceklestigini gostermektedir.

4.2.6 Sitotoksisite

Kitosan nanopartikiillerin ve IBU yiiklii kitosan nanopartikiiliin hiicre canliligini
degerlendirmek i¢cin 1929 fare fibroblastlarinin in vitro kiiltiirii gerceklestirilmistir.
Sekil4.49 , farkli ekstrakt konsantrasyonlarinda KNP , IBU(%25)-KNP(4sa) ve
IBU-KNP-Membrana uygulanan fibroblastlarin hiicre canliligini
karsilagtirmaktadir. ISO 10993-5:2009 standartlarina gore, hiicre canliligit %70'i
astiginda maddeler sitotoksik olmayan olarak kabul edilir.

KNP, IBU(%25)-KNP(4saat) ve IBU-KNP-Membran i¢in %100 ekstrakte hiicre
canliligt swrastyla  9%95.18+6.94, 9%90.17+£17.02 ve %96.57+19.62 olarak
belirlenmistir. Daha da 6nemlisi, hi¢bir ekstrakt konsantrasyonunda hiicre canliligi
%70 esiginin altina diismemistir. Cesitli ekstrakt konsantrasyonlarinda, deney
gruplart kontrol ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

gozlenmemistir.
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KNP ve IBU yiiklii kitosan nanopartikiil (IBU(%25)-KNP(4sa)) ekstraktlart tiim
potansiyel bozunma iiriinlerini igermekte olup, hi¢bir konsantrasyonda toksisite
gbézlenmemistir. Arastirmalar kitosan nanopartikiillerinin  biyouyumlulugunu
ortaya koymustur [177]. Mevcut literatiir ibuprofenin toksik olmadigini ileri
siirmektedir [178]. Aragtirma bulgularimiz literatiirde fark edilen bilgilerle
uyumludur. Bu sonug, sentezlenen KNP, IBU(%25)-KNP(4sa) ve IBU-KNP-

Membranin biyouyumlulugunu gostermektedir.

150 =
mm Kontrol
NS I = KNP
R
= 100 @ |
O)
'S B3 1BU(25%)KNP(4h)
=
= IBU/KNP-
O == IEMBRAN
S 50+
(]
:-5-
o-LEL U - - i
100 % 75 % 50 % 259, 10 %

Sekil 4.55 1929 fibroblast hiicrelerinin farkli konsantrasyonlardaki kitosan
nanopartikiilleri (KNP), IBU(%25)-KNP(4 sa) ve IBU(%25)-KNP(4 sa) yiiklii
membran ekstraktlar1 (%100, %75, %50, %25 ve %10) ile muamelesini takiben
hiicre canlilig1 (%) sonuglari. Istatistiksel anlamlilik p < 0.05 anlamlilik diizeyinde

degerlendirilmistir. (Veriler ortalama + SEM olarak sunulmustur, n = 6)
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5
SONUC

Bu tez ¢aligmasi kapsaminda PV A, jelatin ve biyoaktif cam iceren membran iiretim

optimizasyonu ve optimize edilen membranin yiizeyine elektrosprey yontemiyle

basarili sekilde iire atimi1 yapilmistir. Optimize edilmis kosullar altinda, PV A:Jel
(90:10 ) %15CA %3 BG (M11) ve PVA:Jel (90:10 ) %15CA %3 BG-%10 Ure

(M12) kombinasyonuna sahip ¢ok islevli ve biyomimetik elektrospun membranlar

yeni yara Ortiileri olarak gelistirilmistir.

0

Yapilan analiz sonuglarinda elektrospinning i¢in hazirlanan karigimlarda
sitrik asit miktarmin artmasi karisimimn pH’ i1 azaltirken, BG miktariin
artmas1 pH’1 artirmaktadir.

Sitrik asit miktarinin artmasiyla fiber ¢aplarmin azalmasini saglamistir.
Karisimdaki PVA’nin artmasi ile fiber caplarinin arttigt ayrica FTIR
sonuglariyla sitrik asit ile ¢apraz baglanma oraninin da arttig1 belirlenmistir.
PVA:Jel (90:10 ) %15CA %3 BG membranin yiizeyine elektrosprey
yontemiyle iire entegre edilmesi sonucunda ortalama fiber capinin arttigi
belirlenmistir.

Cekme testi sonuglarina gore karisimdaki PVA oraninin artmasi iiretilen
membranlarin ¢ekme mukavemetinin azalmasima kopma uzamasimin ise
artmasima neden olmustur. Uretilen tiim membranlarin derinin mekanik
ozellikleri ile benzerlik gosterdigini ortaya ¢ikarmistir.

Calisma kapsaminda iiretilen membranlarin poroziteleri %73-90 arasinda
degismektedir. Porozite sonuclari membranlarin porozitelerinin doku
rejenerasyonunu destekleyecek olctlide (%60-90) oldugunu gostermistir.

Su buhari iletimi ve su buhar1 gecisi analizleri sonucunda karisimdaki jelatin
miktar arttikga su buhari iletimi ve gecisinin azaldigir gézlemlenmistir ve
en uygun oranin 90:10 PV A/Jel oldugu belirlenmistir.

Elektrosprey yontemiyle iire entegrasyonu sonucunda membranin porozite,
sisme ve su buhari iletimi degerleri degismemistir. Uretilen membranlar
mekanik morfolojik ve kimyasal yapr acisindan yara iyilesmesi icin

gereklilikleri saglamaktadir.
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[ Sitotoksisite caligmasinda PVA, jelatin ve BG bilesimi biyouyumlu
ozellikler sergilerken {ire entegre edilmesi ile diisiik toksisite
gbzlemlenmistir.

I In vivo yara modeli ve histopatolojik sonuglar incelendiginde PVA:Jel
(90:10 ) %I15CA %3 BG (M11) membranin inflamasyonu azaltarak ve
kolajenizasyonu artirarak yara iyilesmesini hizlandirdig: belirlenmistir.

1 Ote yandan iire igeren membranin makroskobik ve mikroskobik
degerlendirmelerine bakildiginda yaranin daha diizenli kapandigi
gozlenmis, bunun da iirenin proteolotik aktivitesine bagli olarak skar
olusumunu Onleme ve epitel hiicre proliferasyonunu diizenleme
ozelliginden kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistiir. Ure iceren membranin da
(M12) yara izi olusumunu azalttig1 belirlenmistir.

'] Histopatolojik sonu¢larda, iire iceren (M12) ve sadece biyoaktif cam (M11)
membranlarin sham grubuna kiyasla daha iyi kolajen birikimi ve
neovaskiilarizasyona sahip oldugu ve inflamasyonu azalttig1 belirlenmistir.
Reepitelizasyonda, en yiiksek epitel kalimligmma sahip membran MI11
63.3+6.2 um idi ve iire igeren membranin (M12) epitel kalinlig1 da yakindi
(60£11.3 pm). On dordiincli giin sonuglart incelendiginde, tiim Sham
gruplarinda erode alan devam ederken, tiim M11 gruplarinda ve neredeyse
tim M12 gruplarinda tam kalinlikta epitelizasyon gozlendi. Bu veriler
dogrultusunda gelistirilen iire icermeyen membran (M11), {ire iceren
membrana (M12) gbre yara iyilesme siirecini daha fazla hizlandirdig: tespit
edilmistir. Inflamasyon ve kolajenizasyon sonuglari, membrana iire dahil
edilmesinin in vivo olarak tolere edilebilecegini agikca gostermistir.

1 PVA/Jel/BG/Ure membranimin, Biyoaktif cam ve iirenin sinerjik etkisiyle
normal, hipertrofik ve keloid skarlarin gelisimini engelleyici bir etkiye sahip
olabileceginden skar olusumunu azaltmak ve yara iyilesmesini

hizlandirmak amaciyla kullanilabilecegi belirlenmistir.

Ayrica tez calismast kapsaminda diger bir ¢alisma olarak ila¢ salimli yara ortiisii
basar1 ile iiretilmistir. Ila¢ saliml1 yara &rtiisii iiretmek amaciyla optimize edilen
membranin yiizeyine elektrosprey yontemiyle iretilen ibuprofen yiikli

nanopartikiiller bagari ile entegre edilmistir.
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Calisma kapsaminda ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiilleri iyonik jellesme
yontemi ve polivinil alkol (PVA) ylizey aktif maddesi kullanilarak basariyla
sentezlenmistir.

(] Partikiil boyut analiz sonuglari, karigtirma siiresinin ve baslangi¢ ilag
konsantrasyonunun artirilmasinin  nanopartikiill boyutunun biiyiimesi
tizerinde fark edilebilir bir etki yarattigini ortaya koymustur.

1 Uretilen ibuprofen yiiklii nanopartikiiller membran yiizeyine daldirma veya
elektrosprey yontemi ile entegrasyonu yapilmis ve SEM analizleri
sonucunda elektrosprey yontemiyle ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiil
kaplanan membranin daha homojen ve piiriizsiiz oldugu tespit edilmistir.

(] Farkli salim kinetik modelleri kullanilarak PBS ¢ozeltisinde (pH 7.4) salim
kinetiginin arastirilmasi hem ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiillere hem
de ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiiller ile kapli membranda
aragtirtlmistir.  Korsmeyer-Peppas kinetik modelinin optimize edilmis
ibuprofen yiiklii kitosan nanopartikiillerinde gézlemlenen salim profiliyle
en iyi sekilde uyumlu oldugunu gostermistir.

[l Ayrica, L929 fare fibroblast hiicre hatti ilizerinde yapilan kapsamli bir
biyouyumluluk degerlendirmesi sonucunda, kitosan nanopartikiillerin
,Jbuprofen yiiklii kitosan nanopartikiiller ve ibuprofen yiikli kitosan
nanopartikiil kapli membranin biyouyumlulugu dogrulanmistir. Bu
bulgular, sentezlenen nanopartikiillerin ve membranin biyouyumlu dogasini
vurgulamakta ve ilag dagitim uygulamalarinda giivenli kullanim

potansiyellerini desteklemektedir.

Sonug olarak, PVA/Jel/BG, PVA/Jel/BG/Ure membranlar1 biyolojik olarak
parcalanabilir, biyouyumlu 0Ozellikleri ve eksiidayr emme kabiliyetleriyle
hizlandirllmig yara iyilesmesi sergilemistir. Bu nedenle, yara iyilestirme
uygulamalar1 i¢in iyi adaylar olarak kabul edilebilirler. Ayrica, umut verici
ozellikleri nedeniyle, PVA/Jel/BG/Ure membrami, yara izi oOnleyici tedavi
uygulamalari i¢in bir yara Ortiisii olarak onerilebilir. Bu, glinlimiizde var olan estetik
kaygilar goz oniine alindiginda 6zellikle 6nemlidir. Ayrica PVA/Jel/BG/IBU-KNP
membranin kontrollii ilag salimi gerektiren yara iyilesmesi uygulamalarinda

kendisine yer edinebilecegi sonucuna ulasilmigtir.
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