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OZET

Polimer Temelli Yara Ortii Malzemesi Uretimi ve Biyolojik
Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Cansu GULCAN

Biyomuhendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Danigman: Prof. Dr. Serap ACAR DERMAN

Normal fizyolojik kosullar altinda, deri hasarmin iyilesmesi planh bir siiregtir. Saglikl
bir insanda, invaziv patojenleri ortadan kaldirmak icin bagisiklik sistemi harekete
gegirilerek enfeksiyondan kagmilir. Ancak dis faktorler sebebiyle kontaminasyona
ugrarsa enfeksiyon meydana gelir ve bu durumda biiylime faktorleri ve hiicre dis1 matriks
bilesenlerinin (kolajen, elastin ve fibrin) etkin rol oynamasina engel olarak normal yara
iyilesme siirecini tehlikeye atar. Bu nedenle, yaraya bakteri girmesini engelleyen ve
mikroorganizmalarin  biiyliimesini  Onleyebilen antimikrobiyal yara Ortiilerinin
gelistirilmesi O6nemli hale gelmistir. Son yillarda yapilan c¢aligmalarda sentetik
polimerlerin dogal polimerler ve dogal iiriinler ile kullanilmasinin yara 6rtii malzemesinin

antimikrobiyal etkinligini arttirdig1 gosterilmistir.

Uretilen yara 6rtii malzemesinde elastikiyet saglayabilmesi ve yiiksek elektro-egirme
kabiliyeti sebebiyle polivinil alkol (PVA), ideal nemli ortami saglama ve bariyer gorevi
gorerek enfeksiyonu oOnleme Ozellikleri sebebiyle politiretan (PU) kullanilmustir.
Antibakteriyel aktivite gostermeleri, yara iyilesmesini hizlandirmalar1 ve dogal kaynakli
olmalar1 sebebiyle de ipek serisin (IS) ve propolis tercih edilmistir. Poliiiretan kopiik
membran Gzerine PVA-IS polimer ¢ozeltisi elektro-egirme yontemi ile bir araya
getirilmis olup, N, N-Karbonildiimidazol (CDI) ile polimerlerin ¢apraz baglanmasi

saglanmistir. Son olarak, yara Ortlii malzemesi {lizerine propolis damlatma yontemi ile
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emdirilmigtir. Elektro-egirme yOntemi sayesinde nanofibréz yapilarin biyolojik
ekstraseliiler matriksi taklit etmesi ve biyouyumluluk saglanmasi planlanmistir.
Literatiirde yara iyilesmesi hedefli yara ortii malzemesi olarak polivinil alkol, ipek serisin,
propolis ve poliiretan icerikli bir ¢alisma bulunmamis olup, ilk defa bu malzemelerin

sinerjistik etkisi gozlenmistir.

Elde edilen yara ortii malzemesinin karakterizasyonu i¢in; taramali elektron mikroskopisi
(SEM) kullanilarak olusan nanofiberlerin cap ve ¢ap dagilimlari, Fourier doniisiimlii
kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) kullanilarak fonksiyonel gruplarin analizi, sivi alimi
oraninin hesaplanmasi i¢in sigsme testi, zaman igerisindeki kiitle kaybi1 tayini i¢in bozunma
testi, zaman igerisinde propolis saliminin tayin edilebilmesi i¢in salim testi yapilmistir.
Yara Orti malzemesinin antibakteriyel aktivitesi inhibisyon bolgesi testi yontemi ile,
biyouyumlulugu ise 3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) analizi
ile, yara kapatma yetenegi ise in-vitro yara iyilesmesi analizi (Scratch Assay) ile

gergeklestirilmistir.

Anahtar Kelimeler: ipek serisin, propolis, polivinil alkol, nanofiber, antibakteriyel yara

ortusa

YILDIZ TEKNIiK UNiVERSITESI
FEN BILIMLERIi ENSTITUSU
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ABSTRACT

Production of Polymer-based Wound Dressing Material and
Evaluation of the Biological Activity

Cansu GULCAN

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Serap ACAR DERMAN

Under normal physiological conditions, healing of skin injury is a planned and organized
process. In a healthy person, infection is avoided by activating the immune system to
eliminate invasive pathogens. However, if it is contaminated by external factors, infection
occurs, and it compromises the normal wound healing process by preventing growth
factors and extracellular matrix components (collagen, elastin, and fibrin) from playing
an active role. Therefore, it has become important to develop antimicrobial dressings that
can prevent bacteria from entering the wound and prevent the growth of microorganisms.
In recent studies, it has been shown that the use of synthetic polymers with natural
polymers and natural products increases the antimicrobial activity of the wound dressing

material.

Polyvinyl alcohol (PVA) was used in the produced wound dressing material due to its
elasticity and high electro-spinning ability, and polyurethane (PU) due to its properties to
provide the ideal moist environment and prevent infection by acting as a barrier. Silk
sericin (SS) and propolis were preferred because they show antibacterial activity,
accelerate wound healing and are of natural origin. The PVA-SS polymer solution was
brought together on the polyurethane foam membrane by electro-spinning method, and
the polymers were cross-linked with N, N-Carbonyldiimidazole (CDI). Finally, the

dressing material was impregnated propolis via drip method. Nanofibrous structures are
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planned to mimic the biological extracellular matrix and provide biocompatibility with
the electro-spinning method. In the literature, there has not been any study found layered
wound dressing material produced from polyvinyl alcohol, silk sericin, propolis and
polyurethane. Thus, the synergistic effect of these materials was observed for the first

time.

For the characterization of the obtained wound dressing material; diameter and diameter
distributions of nanofibers determined by using scanning electron microscopy (SEM),
analysis of functional groups determined by using Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FT-IR). Swelling test was carried out to calculate the rate of fluid uptake
and decomposition test was performed for mass loss over time and propolis release test
was performed for determination of propolis release over time. The antibacterial activity
of the dressing material was investigated by the inhibition zone test method, and the
biocompatibility was examined by 3-4,5-dimethyl-thiazolyl-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) analysis and wound closure ability was determined by in-vitro wound

healing analysis (Scratch Assay).

Keywords: Silk sericin, propolis, polyvinyl alcohol, nanofiber, antibacterial wound

dressing

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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GIRIS

1.1  Literatir Ozeti

Yara, bir dokunun, fiziksel, termal hasar ya da medikal bir bozukluk sebebiyle, normal
anatomik yapis1 ve fonksiyonunun hasar ve bozulmaya ugramasi sonucu olusur. (Velnar
ve ark., 2009; Simdes ve ark.,2018). Yaralar1 koruma ve iyilestirme amaciyla yara
ortiileri ortaya c¢ikmustir. Geleneksel yara oOrtiileri olarak gazli bez, pamuk gibi
malzemeler kullanilmistir. Gerekli nemi saglayamamasi, sadece bariyer gérevi gormesi
ve uzun vadede maliyetli olmas1 sebebiyle yeni yara Ortiilerine ihtiya¢ duyulmustur.
Modern yara Ortileri sadece bariyer degil, gerekli nemli ortami saglamaya ve yara

lyilesmesini tesvik etmeye odaklanmistir (Dhivya ve ark.,2015)

Yara Ortuleri film, kopuk, aljinat, hidrokolloid, hidrojel, buyime faktort iceren,
antimikrobiyal etki gosteren olarak smiflandirilabilmektedir. Bunlarin yani sira bir yara
ortli kategorisi olarak nanofiber yapidaki yara oOrtiileri sundugu avantajlar ile one
cikmistir. Boyutlar1 birka¢ mikrondan baslayip birka¢ yiiz nanometreye kadar
farklilasabilen nanofiberlerin elektro-egirme yontemi ile iiretilmesiyle nanofibréz aglar
olusur. (Homaeigohar & Boccaccini, 2020). Elektro-egirme basit ve ¢ok yonlii olmasi
sebebiyle doku miithendisligi, ila¢ tagima, yara iyilesmesi ve biyosensor uygulamalarinda
sikca tercih edilmektedir (Hassiba ve ark., 2016). Elektro-egirme yonteminin yara
ortiilerinde kullanilmak istenmesinin sebebi bu yontemle elde edilen nanofiber yapilarin
insan viicudundaki ekstraseliiler matriks dokusunu taklit edebilen bir ortam yaratmasidir.
(Aramwit ve ark., 2010). Mikro ve nanofiberler ekstraseltler matriksi mimik ederken,

hiicre gociinii ve ¢cogalmasini tesvik eder (Khan, 2014)

Tez calismasinda elektro-egirme yontemi ile {retilmesi planlanan nanofiberler,
elastikiyet ve ylksek elektro-egirme kabiliyeti olan sentetik polimer polivinil alkol,
antimikrobiyal aktivite gdstermesi ve yara iyilesmesini hizlandirmasi sebebiyle igin dogal
polimer ipek serisin ile ¢ozelti haline getirilip, ideal nemli ortami saglama ve bariyer
gorevi Ustlenerek enfeksiyonu dnleme 6zellikleri sebebiyle politretan kdpuk Gzerine bir
araya getirilmistir. Bir sonraki agsamada bu sisteme antimikrobiyal aktivite gdstermesi ve

yara iyilesmesini hizlandirmasi sebebiyle propolis yiiklenerek katmanli yara Ortii



malzemesi elde edilmistir. Biyouyumlulugu yiiksek, antimikrobiyal aktivite gosterecek
ve gerekli nemli ortami saglayacak bir katmanli yara Ortli malzemesi iiretimi
hedeflenmistir. Dogal iiriinler insan viicuduna kolay uyum saglar fakat hizli bozunma
yasanabilir. Bu sebeple dogal malzemelerin olabildigince sentetik polimerler ile
desteklenmesi gerekir (Boateng ve ark., 2015, Eskandarinia ve ark.,2020). Bu sebeple
kullanacagimiz dogal malzemeler olan ipek serisin ve propolisi, polivinil alkol ve

poliiiretan polimerleri ile destekleme amaglanmustir.
1.2 Tezin Amaci

Tez calismasinda antibakteriyel etki goOsterecek, sisme kapasitesi yliksek olan,
biyouyumlu, dogal polimer ipek serisin ve dogal bir iirlin olan propolis ile sentetik
polimerler polivinil alkol ve poliiiretandan olusan elektro-egirme yontemi ile tiretilmis
polimer bazli katmanli bir yara ortii malzemesi Uretimi, karakterizasyonu ve biyolojik

etkinliginin incelenmesi amaglanmistir.
1.3 Hipotez

Bu tez caligmasi ile poliiiretan kopiik membran lizerinde, elektro-egirme yontemi ile
polivinil alkol ve ipek serisinden nanofiberler {iretilmis, daha sonrasinda bu sisteme
propolis yliklenerek katmanli yara 6rtii malzemesi elde edilmistir. Elde edilen bu katmanl
yara Ortli malzemesi elektro-egirme yontemi ile tiretilmis olup, ilk defa bu malzemelerin
sinerjistik etkisinin incelenmesi planlanmustir. Propolis, emdirme yontemi ile yiliklendigi
icin Uretilen yara Ortii malzemesinin; hizli bir salim gostermesi, antimikrobiyal 6zelliginin

yiiksek olmasi, sisme kapasitesinin yiiksek olmas1 ve biyouyumlu olmasi beklenmektedir.



2

GENEL BIiLGILER

2.1 Deri ve Yapisi

Insan viicudunda bulunan en biiyiik organ olan deri, viicut sicaklig1 diizenlemesi, su kayb1
kontrolii ve hissetme gibi iglevleri vardir. Bunlarin yani sira deri altinda bulunan kas,

kemik ve organ gibi yapilarin hasar gormemesi i¢in dig etmenlerden korur (Simdes ve

ark., 2018).

epidermis

dermis

subcutaneous
tissue (fat)

Sekil 2.1 Derinin katmanlar1

Disaridan iceriye dogru 3 ana boliimden olusur, sirasiyla epidermis, dermis ve
hipodermis. Epidermis, agirlikli olarak keratinosit ad1 verilen keratin iireten hiicrelerden
olusur. Bunun yaninda pigmentasyonu saglayan melanositler de bu katman da bulunur.
Derinin en iist tabakasi oldugu icin dis etkenlere karsi koruma su kaybimni 6nleme gibi
onemli islevleri bulunur (Lanigan ve ark., 2010; Chua ve ark., 2016; Kalva ve ark.,2021).
Dermis, epidermise gore daha kalin bir bag doku tabakasidir. Bu bag doku tabakasi
agirlikl olarak ekstraseliiler matriksten (ECM) olugsmaktadir. ECM ¢ogunlukla fibréz ve
yapisal proteinlerden olan kollajen ve elastin icermektedir. Bu yapilar deriye mekanik
gii¢, elastikiyet saglamaktadir (Chua ve ark., 2016, Ucgiil ve ark., 2018). Dermis

katmanmin altinda bulunan hipodermis ise yag dokusu icermesi sebebiyle enerji rezervi
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olarak islev goriir. Bunun yaninda dermis katmanma biiylime faktorii kaynagidir

(Rodrigues ve ark., 2019).
2.2 Yara

Bir dokunun, fiziksel, termal hasar ya da medikal bir bozukluk sebebiyle, normal
anatomik yapis1 ve fonksiyonunun hasar ve bozulmaya ugramasi sonucu olusur. Tyilesme
slirecinin siiresine gore yaralar akut veya kronik olarak siniflandirilir. Akut yaralar;
asinma, yanik, kesik, yirtik ve delinme sonucu ortaya ¢ikar ve etkilenen cilt katmanlarinin
boyutuna ve sayisma bagl bir iyilesme siireci gergeklesir. Iyilesme siiresi 5 ile 30 giin
arasindadir, iyilesme devamlidir. Kronik yara meydana geldiginde ise cilt kusurlu bir
iyilesme siireci gosterir. Olagan fizyolojik kosullar altinda epidermal yapmnin kendini
yenilemesi olduk¢a hizlidir. Iyilesmeyi engelleyen ve iyilesme siiresini uzatan
enfeksiyon, doku hipoksisi ve eksiida gibi faktorler vardir. Yaradaki siirekli enflamasyon
durumu yaranin iyilesmesini engeller. Kronik yaralara 6rnek olarak diyabetik ayak, venoz

ve arteryal Ulserler verilebilir (Velnar ve ark., 2009; Simdes ve ark.,2018).
2.3 Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi dort ana basamaktan olusur. Bu basamaklar hemostaz, inflamasyon,
proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlar1 olarak siralanirlar. Bu basamaklar sirasiyla

meydana gelir fakat ayni1 zamanda birbirleri ile ortlistir (Rodrigues ve ark., 2019).

Hemostaz Enflamasyon Proliferasyon Yeniden Sekillenme

Kan pihtisi Yara kabugu lyilesmis epidermis

4 2 =

o_Ex. N

Kan damarlan Makrofaj  prolifere lyilesmis dermis

Fibroblast fibroblastlar

Sekil 2.2 Yara iyilesme basamaklar1



2.3.1 Hemostaz

Dokunun hasar almasi ile kan kaybini 6nlemek adina damarlar daralir ve trombositler kan
pihtist olusturarak kanamay1 durdurur (Rodrigues ve ark., 2019). Yarada olusan piht1
kolajen, trombositler, trombinler ve fibronektin i¢erir ve bu faktorler enflamatuvar yaniti
olusturan sitokinleri ve biiylime faktorlerini serbest birakir. Fibrin pihtisi, ndtrofiller,
monositler, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi gelen hiicreler igin iskele gorevi gorur.
Bir sonraki asama olan enflamasyon igin ortam hazirlanmis olur (Broughton ve ark.,
2006).

2.3.2 Enflamasyon

Notrofiller, interlokin (IL)-1, timdr nekroz faktéri (TNF)- a, donistiiriicii biiylime
faktori (TGF)-B) ve bakteriyel iriinler tarafindan bakterilere karsi ilk savunma hatti
olarak hemen pihtiya ¢agirilir. Monositler, yaralanmadan 48-96 saat sonra toplanir ve
yara bolgesinde doku ile aktive olan makrofajlara doniisiir. (Rodrigues ve ark., 2019)
Aktive olan makrofajlar, bir sonraki asama olan proliferasyon fazinda anjiyogenez ve
fibr6z dokunun olusumumda rol oynayacaklardir. Notrofiller enzimler ile yara bolgesinde
bakteri ve hiicresel kalintilar1 temizler. Bu asamada yarada lokositler ve makrofajlar
bulunmaktadir. Makrofajlar, fibroblastlar1 uyaran (kolajen iireten) ve anjiyogenezi
destekleyen interlokinler (IL) ve timor nekroz faktor (TNF) ve keratinositleri uyaran
dontstiiriicii biiytime faktorii (TGF) olmak iizere birgok sitokin ve enzim salgilatir

(Broughton ve ark., 2006).

2.3.3 Proliferasyon

Enflamasyon fazi sona erdiginde, anjiyogenez meydana gelir. Anjiyogenez, tiimor nekroz
faktor (TNF)- a tarafindan uyarilarak endotelyal hiicre ¢ogalmasini, go¢iinii ve yeni kan
damarlar1 olusturmak igin dallanmay1 baslatir (Broughton ve ark., 2006, Rodrigues ve
ark., 2019) Yaranin kroniklesmemesi i¢in kilcal damar olusumu yara iyilesmesi i¢in
onemli bir adimdir. Yara kenarinda bulunan epitel hiicreler cogalmaya baglar, bakteri
kontaminasyonu ve sivi kaybi igin tekrar bariyer olusturmaya calisir. Epitel hiicre
proliferasyonunu, epidermal biiylime faktorii (EGF) ve doniistiiriici biiylime faktorii
(TGF)- a wuyarir. Proliferatif fazin son kismi graniilasyon dokusu olusumudur.
Fibroblastlar ¢cevre dokudan yara bdlgesine go¢ eder, aktive olur ve kolajen sentezlemeye
baglar ve ¢ogalir. Trombositlerden ve makrofajlardan tiiretilmis olan platelet kaynakli

blylime faktorli (PDGF) ve epidermal biytime faktért (EGF) fibroblastlara giden ana
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sinyallerdir. PDGF'ne yanit olarak fibroblastlar, kolajen tip III, glikozaminoglikanlar ve

fibronektin'den olusan gegici bir matris sentezlemeye baslar (Broughton ve ark., 2006)

2.3.4 Yeniden Sekillenme

Kolajen sentezi yaralanma itibariyle 4-5 hafta devam eder. Yara almis dokudaki kolajen,
yara almamig dokudaki kolajenden daha incedir (Broughton ve ark., 2006). Olgunlasma
sirasinda graniilasyon dokusundaki hiicre yogunlugu ve metabolik aktivite azalir.
Baslangicta yiiksek seviyelerde sentezlenen tip III kolajen, tip I kolajene doniisiir. Bu
doniigiim sebebiyle gerilme mukavemeti artar. Yeni epitelize olmus bir yaranin gerilme
mukavemeti, normal dokunun sadece yaklasik %25'i kadardir. Tyilesmis veya onarilmis
doku asla yaralanmamis normal dokular kadar giiclii degildir. Daha uzun bir siire
sonrasinda, onarilan dokudaki kolajen organizasyonundaki degisiklikler, gerilme
mukavemetini normal dokunun maksimum yaklasik %80'ine kadar artiracaktir (Schultz

ve ark.,2011).
2.4  Geleneksel Yara Ortileri

Gazli bez, pamuk ylinii, bandajlar gibi geleneksel yara ortiileri, yaray1 sadece bir bariyer
olarak korur ve kontaminasyondan koruma amaghdir. Yarada olusabilecek olan yara
sivisinin  (eksiida) emilmesi saglanabilir fakat saglhkli dokularm nemlenmesi
(maserasyon) sebebiyle kisa araliklarla yara Ortiisii degisimi yapilmak zorunda
kalimmaktadir. Bu malzemelerinin kuru olmasi sebebiyle, yaradan ayrilmasi da hasta i¢in
act verici ve yarali bolge i¢in travmatik olmaktadir. Bu dezavantajlar hastanin hayat
kalitesini diisiirdiigii gibi yara iyilesmesini uygun maliyetli bir silire¢ olmaktan
¢ikarmaktadir. Hafif eksiidasi olan, kuru yaralarda kullanilabilir 6rtiilerdir (Dhivya ve
ark., 2015, Zhao ve ark., 2015, Borda ve ark., 2016).

2.5 Modern Yara Ortuleri

Geleneksel yara ortiilerinin gerekli nemi saglayamamasi ve sadece bariyer gérevi gdrmesi
sebebiyle yeni yara ortllerine ihtiya¢c duyulmustur. Modern yara ortiileri sadece bariyer
degil, gerekli nemli ortami saglamaya ve yara iyilesmesini tesvik etmeye odaklanmustir.
Modern yara ortiileri genellikle sentetik polimer bazlidir ve yara ile etkilesime gecen
biyoaktif Grtnlerdir. Bu Urnler film, kopik, aljinat, hidrojel, hidrokolloid, buylime
faktorii iceren, antimikrobiyal 6zellikli ve nanofiber yapidaki yara ortiileri olarak 6rnek

verilebilir (Dhivya ve ark.,2015).



Hastanin yara bolgesinde kullanmasi tedavisini pozitif yonde etkileyecek olan ideal yara

ortii 6zellikleri asagida siralanmastir.

. Gaz aligverigini saglamali

. Toksik ve alerjenik 6zellik gostermemeli

. Anjiyogenezi (damarlanma) ve bag dokuyu uyarmali

. Enfeksiyona sebep olacak bakteri gecigine izin vermemeli

. Epidermal migrasyonu uyarmali

. Kan akismin saglanmasi i¢in gerekli doku sicakligini korumali

. Eksuday1 absorbe ederken ayni zamanda nemli ortam saglamali

. Maserasyona (1slanip yumusama) sebebiyet vermemeli

. Yara ortiisii kolay ¢ikarilmali ve bolgeye hasar vermemelidir (Borda ve ark.,
2016).

2.5.1 Yan-Gegirgen Film Ortiiler

Film ortiiler, genellikle poliiiretandan iiretilmis olup ince, yapiskan, transparan, gézenekli
yapidadir. Adinin yari-gecirgen olmasinin sebebi, oksijen, karbondioksit ve su buharmin
gecisini saglayan bununla birlikte ortiiniin igerisine sivi ve bakteri girigini Onleyen Ortiiler
olmasidir. Elastik olmasi sebebiyle eklemlerde rahatlikla kullanilir. Transparan olmasi
sebebiyle de muayene sirasinda Ortliyli kaldirmaya gerek duyulmaz. Emici 6zellikte
olmayan ortllerdir bu sebeple yiiksek eksiidali yaralarda kullanilmazlar. Yapiskan
olduklari i¢in dikkatli ¢ikarilmasi gerekmektedir (Abdelrahman ve ark.,2011, Borda ve
ark., 2016).

2.5.2 Yan-Gegirgen Kopuik Ortiiler

Kopiik ortiiler, politiretan ve silikondan iretilirler. Yapigkanli ya da yapiskansiz
versiyonlar1 vardir Dig katmani hidrofobik olup s1vi gecirmezdir fakat gdzenekli yapisi
nedeniyle oksijen, karbondioksit ve su buhar1 ge¢isini saglar. Is1 yalitimi ve ideal nemli
ortam saglarlar. Kopiik yiiksek eksiida emme kapasitesine sahiptir. Bacak ulserleri,
graniile yaralar ve eksilida seviyesi orta ve yiiksek olan yaralarda kullanima uygundur.
Kuru yaralara uygun degildir. Kopiik Ortiinlin iyilesme saglayabilmesi i¢in eksiidaya

ihtiyaci vardir (Abdelrahman ve ark.,2011, Dhivya ve ark.,2015, Borda ve ark., 2016).



2.5.3 Aljinat

Aljinat, deniz yosunundan elde edilen, sodyum ve kalsiyum tuzlarini iceren dogal bir
polimerdir. (Dhivya ve ark.,2015) Yara ile temas ettiginde, aljinattan gelen kalsiyum
iyonlar1 yara eksiidasindaki sodyum iyonlari ile yer degistirerek yaray1 koruyan hidrofilik
bir jel olusumuna yol agar. Kontaminasyonu ve eksiida birikimini 6nler. (Borda ve
ark.,2016). Yiiksek emiciligi sebebiyle, eksiida miktar1 fazla olan orta ve agir yaralarda
kullanilir Aljinat igerisindeki kalsiyum bileseni bir hemostat gorevi gorur ve bu nedenle
kanayan yaralarda faydalhdir. Kuru yaralara uygun degildir, yarayr kurutabilir
(Abdelrahman ve ark.,2011, Dhivya ve ark.,2015). Thomas ve arkadaslar1 yaptiklari
caligmada aljinat ortiilerin, makrofaj hiicrelerinin TNF- a tiretmesini indikleyerek, yara

iyilesme siirecini hizlandirdigini ifade etmistir (Dhivya ve ark.,2015).

2.5.4 Hidrojel

Hidrojel yara ortuleri, polivinil pirolidin ve polimetakrilat gibi sentetik polimerlerden
tretilir (Dhivya ve ark.,2015) Yiiksek su oranma sahiplerdir ve suda ¢Ozinmeyen
ortlilerdir (Abdelrahman ve ark.,2011) Yiiksek su oranma sahip Ortiiler olmalarindan
dolay1 yaraya gerekli nemli ortami saglar. Esnek bir yapidadir, yaradan ¢ikarirken hastaya
act vermez. Yiksek ekstidali, agir yaralar disinda tiim yaralarda kullanilabilen ortiilerdir.
Hidrojelin dezavantajlar1 ise eksiida birikmesi sebebiyle maserasyona ve kotii koku

olusumuna sebep olan bakterilerin iremesine yol acabilmesidir (Dhivya ve ark.,2015).

2.5.5 Hidrokolloid

Hidrokolloid yara ortiileri iki katmadan olusurlar; dis katman su gecirmez bariyer, i¢
katman ise kolloidal kisimdir (Dhivya ve ark.,2015). Bu ortiilerin i¢ katmani yani
kolloidal kismi karboksimetilseliiloz, jelatin ve pektin gibi jel olusumunu saglayan
malzemelerden liretilmis olup, poliiiretan kopiik veya film gibi destek olabilecek bir dig
katman ile tamamlanir (Abdelrahman ve ark.,2011). Hidrokolloid yara ortusi, yara
eksiidastyla , karsilagtiginda siviy1r hapseder ve bir Ortiicii jel olusturur. Gerekli nemli
ortam saglanmis olur ve yara iyilesme siirecini stimule eder (Borda ve ark., 2016). Su
buharmna kars1 gecgirgendir fakat bakterilerin gegmesine izin vermez. Eksiidayr emici

ozelliktedir. Hafif ile orta seviyedeki eksilidal yaralarda kullanimi uygundur (Dhivya ve
ark.,2015).



2.5.6 Biiyiime Faktorii Iceren Yara Ortiileri

Biiylime faktorleri ve sitokinler yara iyilesmesinde rol oynayan hiicreleri yonlendirmede
onemli yapilardir (Barrientos ve ark,2008). Direkt olarak yaraya iletilen buyume faktord,
hicre proliferasyonunu indikler. Rekombinant insan epidermal buyime faktoruni
(rhEGF) iceren kitosan nanopartikilleri ile yikli fibrin jeli, epidermal blytime faktoru
(EGF) dagitimi i¢in nanopartikiiler ve mikropartikiiler sistemler, kompozit poli (N-vinil
kaprolaktam)-kalsiyum aljinat (PVCL) hidrojel filmlerinde enkapsule trombin reseptor

agonist peptidi (TRAP) ornekleri verilebilir (Mogasanu ve Grumezescu,2014).

2.5.7 Antimikrobiyal Yara Ortuleri

Antimikrobiyal yara Ortiiler, yaraya mikroorganizma girisini dnleyen ve ¢ogalmasimi
engelleyen ortiilerdir. Cilt yaralarmm bakteriyel kontaminasyonu yiiksek morbidite ve
mortalite oranlara sahiptir. Bu sebeple antimikrobiyal ortiiler hayati 6nem tasir. Bu
sebeple sentetik ve/veya dogal polimerler ile iiretilen ¢esitli formlardaki yara ortiileri
(film, kopik, hidrojel, nanofiber membran vb.) gelistirilmis olup antimikrobiyal ajanlar
ile birlestirilmistir. Antimikrobiyal Ortiilerin igerdigi antibiyotik (vankomisin, ampisilin,
tetrasiklin), antibakteriyel aktivite gdsteren nanopartikiiller (giimiis, titanyum dioksit,
cinko oksit), antimikrobiyal etki gosteren dogal iirtinler (bal, ipek, esansiyel yaglar,

kitosan) ile fonksiyonunu gerceklestirir (Kunz ve ark., 2016, Simdes ve ark., 2018).

Propolis, bir diger adiyla ar1 tutkali, bal arilarinin aga¢ tomurcuklarindan ya da kavak,
sogiit, karaagag, kayan, kozalakli agac ve at kestanesi gibi agaglardan topladig1 dogal
recineli bir maddedir. Bal arilarinin propolisi kovan yapiminda yapi malzemesi olarak
kullandig1 bilinmektedir (Oryan et al., 2018). Alifatik asitler, esterler, aromatik asitler,
yag asitleri, karbonhidratlar, aldehitler, amino asitler, ketonlar, kalkonlar, hidrokalonlar,
terpenoidler, vitaminler ve inorganik maddeler dahil olmak iizere su ana kadar propoliste

300'den fazla farkl bilesik karakterize edilmistir (Martinotti & Ranzato, 2015).

Propolisin bulundugu bolgeye, iklime, mevsime gore kimyasal yapis1 farklilik gosterse
de i¢cinde bulunan en 6nemli ve ilgi ¢eken bilesikler flavonoidlerdir (Uzel ve ark., 2005).
Bunun sebebi flavonoidlerin antimikrobiyal, antienflamatuvar, antioksidan ve antialerjik
aktivite gosterdigi ¢aligmalarca kanitlanmasidir (Cushnie & Lamb, 2005). Literatiirde
cesitli bolgelere ait propolisler ile ilgili yara iyilesmesi ¢aligmalar1t mevcut bulunmaktadir.
Yara iyilesmesi uygulamalarinda kullanilmak iizere propolis igeren polivinil alkol/

karboksimetil seliilloz hidrojeller iiretilmistir. Antimikrobiyal aktivitelerine bakildiginda
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propolis orani arttik¢a inhibisyon bolgesinin biiylidiigi goriilmistiir (Oliveria ve ark.,
2017). Bir diger ¢alismada ise elektro-egirme yontemi ile polivinil alkol nano iskeleleri
ve propolis nanopartikiillerinin yara iyilestirme aktiviteleri in-vitro ve in-vivo
incelenmistir. Propolisin yaranin kapanmasini hizlandirdig1 anlagilmistir (Alberti ve ark.,
2020). Bu tez ¢alismasinda da kullanilacak olan Anadolu propolisi tlkemiz bilim
insanlarinca yapilan bir ¢alismada Tiirkiye’nin dort farkli yerinden alnip kimyasal
icerigine ve antimikrobiyal aktivitelerine bakilmistir. Bu dort farkli Anadolu propolisinin
ana bilesenleri flavonoidler olarak belirlenmis olup baslica pinokembrin, pinostropin,
isalpinin, pinobaksin, kuersetin, naringenin, galangin ve krisin olarak bulunmustur.
Etanolik oziitleri hazirlanan propolisler toplam 13 farkli gram-pozitif ve Gram negatif
bakteri ve maya benzeri mantara karsi incelenmistir. Dort farkli Anadolu propolisi de
Streptococcus sobrinus, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus, Candida albicans
and Candida krusei, Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Candida tropicalis, Salmonella
typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa suslarma karsi antimikrobiyal aktivite

gostermistir (Uzel ve ark., 2005).

Ipek Serisin, Ipek bocegi, Bombyx mori, tarafindan iiretilen ipek esasen fibroin ve serisin
adi verilen iki proteinden olusur. Yapisinda yaklasik olarak %75 ipek fibroin ve %25 ipek
serisin bulunur. Tutkal benzeri ipek serisin proteininin molekiiler yapisi, ¢ogu giiglii polar
tarafa sahip olan serin, tirozin, glutamik asit, aspartik asit ve lizin gibi ¢ok sayida
hidrofilik amino asit iceren rastgele bobin (random-coil) ve p-tabaka yapilarindan olusur.
Yiiksek hidrofilikliginin sebebi hidroksil, karboksil ve amino gruplar1 gibi fonksiyonel
gruplar icermesidir (Khan, 2014). Genelde ipek fibroin biyomedikal alanda daha cok
kullanilsa da sonradan yapilan g¢aligmalarda ipek serisinin de epitel doku onarimi
konusunda potansiyeli arastirilmis ve ipek serisin bazli yara ortiilerinin gelistirilmesine
sebep olmustur (Arango ve ark., 2020). Ipek serisin kirilgan bir yapiya sahiptir, yapilan
ilk ¢aliymalarda bu yiizden doku miihendisliginde ¢ok dikkat cekmemistir. Ipek serisinin
amorf yapida olmasindan dolayi, saf ipek serisinden olusan film ve iskele yapisindaki
yara Ortiileri kirtlgan ve dayaniksiz olmustur (Mandal ve ark., 2009; Aramwit ve ark.,
2010; Siritienthong ve ark., 2012). Son yillarda yapilan ¢alismalarda ise bu dezavantajin
oniline gegmek icin, ipek serisini bazi polimerler ile karistirma ya da serisinin yapisini
fiziksel ve kimyasal islemlerle degistirerek stabilite ve performansini arttirabildigi

bilinmektedir (Arango ve ark., 2020). Ornegin; ipek serisin, polivinil alkol ve kitosan ile

10



karistirilmis ve elektro-egirme ydntemi ile nanofiber matrisler iiretilmistir. Uretilen
matrislerde glutaraldehit buhari ile ¢apraz baglanma saglanmistir. Sonug olarak in-vitro
ve in-vivo olarak yara iyilesmesinde ve antibiyotik saliminda serisin bazli matrisler
basarili olmustur (Sapru ve ark., 2018). Chao ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada ise, elektro
egirme yontemi ile tigesiklin yiikli serisin ve polivinil alkol kompozit fiberler
iiretilmistir. Inhibisyon bolge testi ile 13 mm ¢apindaki SS/PV A kompozit fiber numunesi
E. coli ve B. subtilis bakterilerine karsi sirasiyla 18.60+0.89 mm ve 26.43+1.07 mm
inhibisyon bdlgesi olusturmustur. Bu inhibisyon bdlgesi ipek serisinin antibakteriyel
ozelligi sebebiyle olugsmustur. Tigesiklin yiiklii SS/PVA kompozit fiber numunesi ile E.
coli ve B. subtilis bakterilerine karst 30.13£1.31 mm ve 40.51+0.65 mm inhibisyon
bolgesi olusturmustur. Ipek serisin ve tigesiklinin sinerjistik antibakteriyel etkisi bu
caligma ile ortaya konulmustur (Chao ve ark., 2018). Bir diger ¢alismada ise, polivinil
alkol bazli serisin film tretilmis, E. coli, S.aureus, K.pneumoniae, P. aeruginosa ve
Proteus tiirleri gibi patojenik yara bakterileri icin dnemli antibakteriyel aktivite gosterdigi
goriilmiistiir. Filmin sisme orani %70 elde edilmis olup, bu da serisinin yiiksek nem tutma
kapasitesine sahip oldugunu gosterir (Abirami ve ark., 2019). Serisin proteini
biyobozunur ve biyouyumlu bir dogal polimerdir. Antibakteriyel 6zelliginin yan1 sira
antioksidan, anti-elastaz, anti-tirozinaz 6zellikleri de bulunmaktadir (Lamboni ve ark.,
2015). Bunlarmm yaninda ipek serisinin Keratinosit ve fibroblastlarin g¢ogalmasini
destekledigi, kolajen iiretimini artirdig1 ve yaralarda daha iyi bir yeniden epitelizasyon
sagladig1 bulunmustur. Ipek serisin igeren epitel onarimi ve yara iyilesmesi i¢in incelenen
bazi materyaller, ipek serisinin hiicre adezyonunu azalttigin1 ve yara Ortiisiiniin
cikarilmasit aninda rejenere dokunun tahrip olmasmi Onleyen klinik deneyler de
literatlirde bulunmaktadir (Arango ve ark., 2020). Bu 06zellikleri sebebiyle doku

mithendisligi konusunda umut verici bir biyomateryaldir.

2.5.8 Nanofiber Yapidaki Yara Ortiiler

Elektro-egirme yontemi ile elde edilen nanofiber yara ortiileri sentetik veya dogal
polimerlerin kombinasyonlari ile liretilmektedir. Ekstraseliiler matriksi taklit edebilmesi,
yiizey alanv/hacim oranlarinin yiiksek olmasi, yiiksek porozite fakat bakteriyel girise
engelleyecek boyutlarda olmasi, istenen malzemelerle kolay ve ucuz iiretim sebebiyle
tercih edilir (Khan, 2014, Tort ve ark.,2015). Bunlarin yaninda istenen antimikrobiyal

ajanlar, blyime faktorleri nanofibere entegre edilebilir (Tort ve ark., 2015).
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Polivinil alkol suda ¢6ziinebilen sentetik bir polimerdir. Polivinil alkol (PVA), ilk olarak
Hermann ve 1924'te Haehnel tarafindan polivinil asetatin etanol iginde potasyum
hidroksit ile hidrolize edilmesiyle hazirlanmistir (Nagarkar & Patel, 2019). Esasen
hidroliz yoluyla polivinil asetattan yapilan PVA, biyolojik organizmalar tarafindan
kolayca bozunur ve suda ¢oziiniir kristal yapili bir polimerdir (Gaaz ve ark.,2015).
Biyouyumluluk, gaz bariyer Ozellikleri, yiuksek mukavemet, esneklik, yuksek termal
stabilite gibi 6zelliklere sahiptir (Reagan ve ark., 2020). Bu 6zelliklerin yaninda dogal bir
hidrojel olma yetisine sahip olmasi yara ortiisii uygulamalarinda kullanilmak tizere etkili
bir polimer haline getirmistir. Elektro-egirme yontemi ile PVA fiber Gretimi literatiirde
sikca goriilmekte olup, insan viicudundaki ekstraseliiler matriksin taklit edilmesinin en
kolay yoludur (Okur ve ark., 2020). PVA nanofiber uretimlerinde ylksek elektro-egirme
yetenegi sayesinde genelde dogal polimerlere destek olmak amaciyla kullanilir (Adeli ve
ark., 2018). Literatiirdeki ¢alismalara bakildiginda elektro-egirme yontemi ile bal
yliklenmis aljinat/PVA bazli nanofibr6z membranlar yara Ortii malzemesi olarak
gelistirilmistir. Elde edilen yara Ortist inhibisyon bolge testi ile S. aureus ve E. coli
bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigi goriilmiistiir (Tang ve ark., 2019). Adeli
ve ark., elektro-egirme yontemi ile polivinil alkol/kitosan/nisasta bazli nanofibroz
tabakalar tiretilmistir. Bu tabakalar E. coli ve S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel

etkinin yaninda hiicre biiylimesini ve ¢cogalmasini saglamistir (Adeli ve ark., 2018).

Bu ¢alismada baz olarak kullanilacak olan poliiiretan kopiik membran sentetik bir
polimerdir. Yar1 gecirgenligi sayesinde, ideal yara oOrtiilerinde istenen bir 6zellik olan,
yara bolgesinde gerekli nemi saglar (Mir ve ark., 2018). Hazir poliiiretan kopiik, mikro
gozenekli iist katman ve gozenekli alt katmandan olusur. Bu katmanlar nemin
kaybolmasini ve bakteriyel enfeksiyonu dnlemektedir (Hinrichs ve ark., 1992). Elektro-
egrilmis nanofiber poliliretan membranlar, kontrollii su kaybi, miikemmel oksijen
gecirgenligi ve yiiksek sivi tahliye kabiliyeti gostermistir (Khil ve ark., 2003).
Eskandarinia ve ark. yaptiklari ¢alismada ise, iki katmanli poliiiretan/propolis ve
polikaprolakton/jelatin iskelesi elde edilmistir. Poliiiretan/propolis yarayr dis
kontaminasyondan ve su kaybindan korumak icin iist katman olarak kullanilmistir. Ust
katman sayesinde, inhibisyon bélge testi ile elde edilen sonuca gore, S. aureus, E. coli ve
S. epidermidis bakterilerine kars1 6nemli 6lglide antibakteriyel aktivite gdzlemlenmistir
(Eskandarinia ve ark., 2020). Literatiirdeki yapilan ¢aligmalarda da goriildiigii lizere

sentetik polimerler yara Ortii malzemesi olarak sik¢a kullanilmaktadir. Suda ¢oziiniir
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yapilari, biyouyumluluklari, dogal polimerlere gore daha yiiksek mekanik Ozellik

gostermeleri sebebiyle tercih edilmektedir (Boateng & Catanzano, 2015).
2.6 Elektro-Egirme Yontemi ve Parametreleri

Elektro-egirme, viskoelastik polimer ¢ozeltilerinden nano ve mikro araliktaki ¢aplara
sahip fiberlerin iretilmesi i¢in kullanilan basit ve ucuz bir tekniktir. Yiiksek en-boy
oranlarina ve genis bir ylizey alanina sahip ti¢ boyutlu bir nanofiber ag1 Uretilebilen bir
yontemdir (Khan, 2014, Zupanci¢, 2019). Bir elektro-egirme diizenegi, bir siringa
pompasi, tek (single), koaksiyal veya tri-aksiyal siriga ignesi (noziil) ile yiiksek voltajl

bir kaynak ve bir kolektérden olusur (Zupancic, 2019).

> Tek noziil

Siringa < Anot
Katot

Siringa

v

Kolektér

pompasl

NANOFEN ELECTROSPINNING SYSTEMS

Giig
kaynag

Sekil 2.3 Elektro-egirme cihazi boliimleri

Bir polimer ¢ozeltisi, karisabilir polimer karisimi (blend), karismaz polimer karisimi
(blend) veya emiilsiyon seklinde siringa i¢erisinde bulunur. Siringa pompast ile ayarlanan
akis hizi ile polimer dispersiyonu sirmga ucundan pompalanmaya baglanir. Siringa
ucundaki siringa ignesine (noziil) yiiksek voltaj uygulandiginda, polimer dispersiyonu
icinde yiik indiiklenir. Elektrik kuvvetleri yiiklii polimer ¢ozeltisindeki damlacik yiizey
gerilimini astiginda, bir Taylor konisi olusur ve polimer jeti yiiksek gerilim ile olusturulan
elektrik alani tarafindan topraklanmis kolektore dogru ¢ekilir. Polimer jeti, kolektdre
dogru yol kat ederken polimer dispersiyonunun ¢dziiciisii buharlasarak ugar ve son olarak

kolektor {izerinde bir nanofiber mat olusturur (Zupancic, 2019).
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Basit ve kullaniminin kolay olmasi sebebiyle elektro-egirme doku miihendisligi, ilag
tagima, yara iyilesmesi ve biyosensor uygulamalarinda sikga tercih edilmektedir (Hassiba
ve ark., 2016). Elektro-egirme yonteminin yara Ortiilerinde kullanilmak istenmesinin
sebebi bu yontemle elde edilen nanofiber yapilarin insan viicudundaki ekstraseliiler
matriks dokusuna ¢ok benzer bir ortam yaratmasidir (Aramwit ve ark., 2010). Mikro ve
nanofiberler ekstraseliiler matriksi mimik ederken, hiicre gociinli ve ¢ogalmasimi tesvik

eder (Khan, 2014).

Elektro-egirme yonteminin parametrelerini ii¢ ana baslikta inceleyebiliriz. Bunlar ¢ozelti,

iiretim ve ortam parametreleri olarak ayrilirlar (Khajavi & Abbasipour, 2017).

Tablo 2.1 Elektro-egirme yontemi parametreleri

Cozelti Uretim Ortam
Konsantrasyon Voltaj Sicaklik
Molekuler agirlik Akis hizi Nem
Yizey gerilimi Noziil-kolektor arasi uzaklik
Iletkenlik
Coziicliniin uguculugu

Elektro-egirme islemi sirasinda nanofiberlerin morfolojisini ve 6zelliklerini yukarida

Tablo 2.1°de verilen parametreler etkilemektedir.

Cozelti parametreleri olan ¢dzeltinin konsantrasyonu, molekiiler agirligi, yiizey gerilimi,
iletkenligi ve c¢oziiciiniin uguculugu olarak adlandirilabilir. Polimer konsantrasyonu
artirildiginda (ytliksek konsantrasyon), viskoelastik kuvvet baskindir ve yiizey gerilimini
yenerek boncuksuz nanofiberler elde edilir. Polimer konsantrasyonu yeteri kadar yiuksek
olmadiginda viskozite de zayif olur ve elektro-egirme islemi ger¢eklesemez (Khajavi &
Abbasipour, 2017). Yiksek viskozitede, ¢ozuct molekilleri, elektrik yiklerinin etkisi
altinda gerilme nedeniyle dolasmis polimer molekiilleri iizerinde dagilir. Diistik
viskozitede ise, polimer molekiillerinin yilizey geriliminin etkisi altinda boncuklarda
toplanmasina yol agar (Uslu ve ark., 2010). Polimerin molekiiler agirlig1 biiyiikk 6nem
tasir ¢linkii polimer zincirleri ne kadar birbirlerine dolasik ise (entaglement), elektriksel
alana maruz brrakildiklarindaki intermolekiiler etkilesim daha fazla olur ve bu sebeple
egirme (spinibilite) yetenegi gosterirler. Elektro-egirme siirecinin baslatilmasi igin yuzey

geriliminin agilmasi i¢in yliklenmis polimer ¢dzeltisine ihtiya¢ vardir fakat polimer jeti
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kolektore dogru yol alirken yiizey gerilimi boncuk olusumuna sebebiyet verebilir (Uslu
ve ark., 2010). Polimer ¢ozeltisi yiiksek bir iletkenlige sahip ise polimer jeti blyuk
miktarda elektriksel yiik tasir. Bu sayede polimer jet gerilmesi artar ve homojen,
boncuksuz nanofiber dretilir (Mishra ve ark., 2018). Elektro-egrilmis nanofiberlerin
morfolojisini kontrol eden onemli faktorlerden biri ¢6ziicii uguculugudur. Polimer
¢ozeltisinin ¢Ozucuslnin secimine bagli olarak elektro-egrilmis nanofiberlerin gézenekli
yaptya sahip olmasini ve hizli kurumasini saglar. Yeteri kadar kurumayan nanofiberler,
noziilden kolektore varmaya ¢alisirken veya kolektore vardiginda birbirlerine kurdele

gibi (ribbon-like) dolanabilir (Bhattarai ve ark., 2019).

Uretim parametreleri ise voltaj, akis hizi, sirmga ucu-kolektor arasindaki uzaklik ve
kolektdr olarak smiflandirilabilir. Oncelikle polimer ¢ozeltisinin Taylor konisinden
polimer jeti olusturacak kritik voltaja ulasmasi gerekmektedir. Sonrasinda ise yapilan
calismalarda yiiksek voltajin boncuk olusumuna sebep olmasmin yani sira daha ytiksek
voltajlarm, yiiklii polimer jeti iizerindeki elektrostatik itme kuvvetinde bir artisa neden
oldugunu ve bunun da daha ince fiber ¢apina neden oldugunu bulmustur (Mishra ve ark.,
2018). Polimerin akis hizi, nanofiberlerin boyutu, sekli ve porozitesi iizerinde direkt bir
etkiye sahiptir. Megelski ve ark. polistiren/tetrahidrofuran (THF) ile yaptig1 bir ¢alismada
akis hiz1 arttikca, artan fiber cap1 ve gozenekler gozlemlemislerdir. Noziil ve kolektor
arasindaki mesafe ise elektro-egirme ve elektrospreylemeyi birbirinden ayiran 6nemli bir
faktordir. Genel olarak 10-20 cm arasinda degisen bir mesafedir (Bhattarai ve ark., 2019)
Noziil ve kolektor arasindaki mesafe polimer ¢ozeltisi ¢oziiciisiiniin buharlagsmasina engel
olacak kadar kisa ya da boncuklu fiber olusumuna sebep olacak kadar uzun bir mesafe

olmamalidir (Khajavi & Abbasipour, 2017).

Ortam parametreleri de nem ve sicaklik olarak ikiye ayrilmaktadir. Amiraliyan ve ark.,
25, 50 ve 75°C'de elektro-egrilmis ipek fiberlerinin morfolojisini incelemislerdir. 50 ve
75°C'de yasst lifler iretilirken, 25°C'de dairesel yap1 gozlemlenmistir. Elde edilen
fiberler, farkli sicakliklarda ayni ¢ap araliginda olma 6zelligi tagimislardir. Morfolojik
yapi, elektro-egirme siirecinde sicakligin 50°C'ye artmasi ile dairesel bir kesitten serit
benzeri bir sekle hafif¢e degismistir. Diisiikk nem, kuruluga ve ¢oziiciiniin buharlasma
hizinin artmasina neden olmaktadir. Buna karsilik, yiiksek nem, polimer jeti lizerindeki
yiiklerin notralizasyonu ve kiigiik gerdirme kuvvetleri sebebiyle fiber kalinligina sebep

olacaktir (Khajavi & Abbasipour, 2017).
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2.7  Polimerlerin Capraz Baglanmasi

Biyobozunur polimerik fiber yapilar, belirli uygulamalar i¢in optimize edilebilen genis
bir ylizey alan1 ve yiiksek bir gozeneklilik saglayabilir. Yara ortiilerinde kullanilan bu
polimerlerin, uygun bozunma davranis1 ve mekanik dayanim gostermesi gerekmektedir.
Omnegin, PVA en eski sentetik polimerlerden biri olmasmna ragmen, miikemmel
biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, mitkemmel seffafligi, film olusturma yetenekleri,
termal stabilitesi ve kimyasal direnci nedeniyle biyomedikal uygulamalarda siklikla
kullanilmaya devam etmektedir. Avantajlarmin yani swra sinirli mukavemeti, diisiik
termal kararlilig1 ve hidrofilik olmasi sebebiyle sulu ortamlarda hizli ¢oziinmesi gibi
nedenlerle ¢apraz baglanma islemi zorunlu kilimmistir. Polimerlerin ¢apraz baglanmasi,
molekiiler aras1 giiclii 3 boyutlu kimyasal baglarin olugsmasi anlamina gelmektedir.
Cogunlugu toksik etki gdstermekte olup bir¢ok ¢apraz baglayici bulunmaktadir. Ornek
olarak glutaraldehit, genipin, 1-Etil-3-[3-dimetilaminopropil] karbodiimid hidroklorur
(EDC), asetaldehit, formaldehit sitrik asit, borik asit ve N, N-karbonildiimidazol
verilebilir (P.Zahedi ve ark.,2010, Vazquez ve Martinez.,2019, Teixeira ve ark.,2020).

N, N-Karbonildiimidazol, iki asil imidazol ayrilan grubu iceren oldukca aktif bir
karbonilleyici ajandir. CDI konjugasyon i¢in karboksilik asitleri veya hidroksil gruplarimni
aktive edebilmesi ve sifir uzunluklu amid baglar1 veya bir karbon uzunluklu N-alkil

karbamat baglar1 olusturmasi 6zelligi ile bilinir (Hermanson,2008).

Sekil 2.4 N,N- Karbonildiimidazol (Hermanson, 2008)

Bir hidroksil fonksiyonel grubunu aktive etmek i¢in CDI kullanildiginda, bir -OH grubu
ile reaksiyonu ile olusturulan aktif ara madde, bir imidazol karbamattir. Bir amin saldirist,

imidazolii serbest birakir, ancak karbonili serbest birakmaz. Boylece, hidroksil iceren
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molekiiller, tek karbonlu spacer sonucu olarak amin igeren molekiillere baglanarak,
kararl liretan (N-alkil karbamat) baglar1 olusturur (Hermanson,2008).
o 0
R—OH 4 NAN/LN“N —’R\OJ\N§ + ENH
VWV q

Hidroksil grubu N,N-Karbonildiimidazol Imidazol Kar“be.x.mat
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imidazol Karabamat Amin grubu Karbamat bag:

Sekil 2.5 Hidroksil ve amin gruplarinin N, N- Karbonildiimidazol ile ¢apraz baglanmasi
(Hermanson, 2008)
CDI reaksiyonlari, susuz THF ile inert bir nitrojen ortaminda yapilir. Hidroksil grubu
iceren polimerler olan PVA ve poliakrilik asit literatiirde yaygin bir sekilde ¢apraz
baglayici olarak karbonildiimidazol ile kullanirlar (Smith ve ark.,2020). Jiménez ve San
Martin, 2019°da yaptiklar1 bir ¢alismada, elektro-egirme yontemi ile kolajen ve elastin
doku iskeleler Uretmislerdir. Doku iskelelerini CDI kullanarak c¢apraz baglanmasi
saglanmustir. Glutaraldehite gore daha fazla hiicre biiyiimesi goriilmiistiir. (Jiménez &
San Martin, 2019). Gruppuso Ve ark., hiyaliironik asit, biyoaktif laktozla modifiye edilmis
kitosan (CTL) ve polietilen oksit kullanilarak hazirlanan elektro-egrilmis membranlar
glutaraldehit, genipin, EDC/NHS ve 1s1 kullanilarak ¢apraz baglanmistir. CDI ile ¢apraz
baglanan nanofiberlerin sisme ve bozunabilirlik agisindan en iyi sonu¢ veren ¢apraz

baglayici olmustur (Gruppuso ve ark.,2022).
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DENEYSEL CALISMALAR

3

3.1

Kullanilan Kimyasallar

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar ve marka bilgileri Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallar ve markalar1

Kimyasal Ad1 Markasi
Ipek Serisin Sigma Aldrich
Polivinil Alkol _ _
Sigma Aldrich
(89.000-98.000 g/mol)
Polivinil Alkol _
ZAG Kimya
(30.000-51.000 g/mol)
Anadolu Propolisi BEE’O
Politretan kopuk Pharmafoam
Ure BioBasic
1,1- Karbonildiimidazol Merck
Tetrahydrofuran (THF) Sigma Aldrich

Sodyum fosfat monobazik dihidrat

Riedel-de Haén

Sodyum fosfat dibazik heptahidrat

Fluka

NaCl

Riedel-de Haén
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3.2 Kullamilan Cihazlar

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan tiim cihazlar ve markalarina ait bilgiler Tablo 3.2°de

verilmistir.

Tablo 3.2 Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve marka bilgileri

Cihaz Cihaz Markasi ve Cihaz Modeli
Elektro-egirme cihazi Nanofen
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Zeiss EVO LS10
UV-Gorlnir Bolge Spektrofotometresi )
) Shimadzu UV-1700
(UV-Vis)
FT-IR Spektrofotometresi Thermo Scientific NICOLET iS10
X-Ismi1 Difraksiyonu Analizi (XRD) PANalytical X’Pert PRO
Liyofilizator Heto Drywinner
Isiticili Manyetik Karistiric Heidolph MR 3001
pH metre HANNA HI 2211
Ultrasonik su banyosu Bandelin SONOREX
Calkalamali su banyosu N-BIOTEK NB-303
Hassas terazi Precisa XB 220A
Hassas terazi Sartorius CP225D
Vakumlu etiiv Binder
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Tablo 3.2 Deneysel ¢alismalarda kullanilan cihazlar ve marka bilgileri (devami)

Etlv Binder
Mikropipet ISOLAB
Laminar akis kabin Faster
Calkalamali su banyosu GFL
Inkiibator Binder
Santrifij Himac
Vortex Heidolph REAX Top

3.3 Deneysel Calismalarda Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1 %1 (w/v) Ure Cozeltisi

Ipek serisin 50-60 °C sicakhigin altinda katilasmasi sebebiyle, ipek serisin ¢ozeltisini
hazirlarken kullanmak tizere %1 w/v iire ¢ozeltisi hazirlanmistir. 50 mL ultra saf su

icerisinde 5 gram tire eklenereck homojen hale getirilmistir (Eslah ve ark.,2016)

3.3.2 %3 (w/v) ipek Serisin Cozeltisi

Hazirlanmis olan %1 (w/v) tire ¢6zeltisinden 8,33 mL alinarak igerisine 0,25 gram ipek
serisin konulmustur. Isiticili manyetik karistirict iizerinde 50-60 °C sicaklik arasinda
homojenize olana kadar karistirilmigtir. 2 saat sonunda homojenize %3 (w/v) ipek

serisin ¢ozeltisi elde edilmistir.

3.3.3 %8 (w/v) PVA Cozeltisi

Molekiil agirliklar1 30.000-51.000 g/mol ve 89.000-98.000 g/mol olan iki farkl polivinil
alkol karistirilarak %8 (w/v) PVA ¢o6zeltisi hazirlanmigtir. Her iki PVA’den 0,8 gram
tartilmis olup, 10 mL ultra saf su icerisinde karistirilmistir. 2 saat boyunca 80 °C sicaklik
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ve sonrasinda sicaklik uygulanmadan 2 saat isiticilt karistiricida homojen ¢ozeltiler
hazirlanmistir. Sonrasinda nihai ¢ozelti i¢cin hazirlanan ¢ozeltilerden hacimce %70’ini
30.000-51.000 g/mol PVA ve 9%30’u 89.000-98.000 g/mol PVA olmak (zere

karigtirilmagtir.

3.3.4 %8 (w/v) PVA /%3 (w/v) ipek Serisin (IS) Cozeltisi

(80:20) oranlarinda PVA/IS ¢ozeltileri hazirlanmustir. 5 mL’lik PVA/IS ¢ozeltisi igin 4
mL %8 (w/v) PVA ve 1 mL %3 (wW/v) IS ¢ozeltisi karistirilip 50-60 °C sicaklik

uygulanarak homojenize edilmistir.

= <

%3 (w/v) IS gozeltisi %8 (w/v) PVA gozeltisi

%8 (w/v) PVA/%3 (w/v) IS
polimer ¢ozeltisi
(80:20)

Sekil 3.1 %8 (w/v) PVA / %3 (w/v) IS ¢bzeltisinin hazirlanmasi

3.3.5 Karbonildiimidazol/Tetrahidrofuran Capraz Baglayic1 Cozeltisi

N, N’-Karbonildiimidazol (CDI) organik ¢dziici olan Tetrahidrofuran (THF) icerisinde
manyetik karigtirict ve vorteks ile homojen hale getirilmistir. Farkli konsantrasyonlar
nanofiber matlar i¢in hazirlanmis olup, optimize edilen deger 1 gram NF mat basma 7,5

mg/mL konsantrasyon bulunmustur.

3.3.6 Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Cozeltisi

Propolis salim, sisme ve bozunma testlerinde kullanmak iizere 0,01 M fosfat tamponlu
salin ¢6zeltisi hazirlanmustir. 1 L ultra saf su icerisinde, NaH2PO..2H,0, H.Na2O4P.7H,0
ve NaCl kimyasallar1 kullanilmigtir. Manyetik karistirict ile homojenize edilmistir.

Sonrasinda pH 7.4’e ayarlanmistur.
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3.4 Elektro-Egirme ile PVA/Ipek Serisin Nanofiber Uretimi

Hazirlanan 5 mL’lik %8 (w/v) Polivinil alkol/%3 (w/v) ipek Serisin ¢dzeltisi 5 mL’lik
siringa i¢ine almmustir. Kolektor lizeri aliminyum folyo ile kaplanip, poliiiretan kdpiik
membranlar aliiminyum folyo {izerine yapistirilmistir. Kullanilan siringa ucu kiit ve 21
Gauge (dis ¢ap:0.81mm, i¢ ¢ap: 0.51 mm) kalinligindadir. Uretilen PVA/IS nanofiber

matlar ¢apraz baglanmak tizere +4°C’de muhafaza edilmistir.

Sekil 3.2 Elektro-egirme cihazi

3.5 PVA/ipek Serisin Nanofiberlerin CDI ile Capraz Baglanmasi

%8 PVA (W/V) /%3 (W/V) IS cozeltisinden iiretilen PVA/IS nanofiber matlar CDI ile
organik ¢oziicli olan THF igerisinde reaksiyona sokulmustur. CDI sulu ortam igerisinde
hidrolize ugradigi ve hizlica imidazol ile CO2 doniismesi sebebiyle icin THF organik
¢oziicli olarak segilmistir. Polivinil alkollin hidroksil (-OH) grubunu ile CDI ile aktive
edilmigtir. Sonrasinda imidazol karbamat adli ara bir aktif madde ortaya ¢ikar. Bu ara
aktif maddenin imidazol igeren diger bir koluna ipek serisin tarafindan amin saldirisi
oldugunda ise imidazol serbest kalir ve amin icerikli molekiiller de baglanir. Bdylece,
PVA’m hidroksil grubu ve ipek serisinin amin grubu tek karbonlu baglayici (spacer) ile

kararli iiretan (N-alkil karbamat) baglar1 olusturur (Hermanson, 2008).
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Tablo 3.3 NF mat capraz baglama denemeleri

PVA is NF Mat | Konsantrasyon Reaksiyon Reaksiyon
(wiv) (wiv) Agirhg CDI/THF Sicakhg suresi
(mg) (mg/mL) (°C) (saat)
%8 %3 2 3,75 40°C 24's
%38 %3 2 7,5 40°C 24s
%8 %3 2 9 40°C 24's
%38 %3 2 12 40°C 24's
%38 %3 2 26 40°C 24's

Tablo 3.3’te belirtildigi tizere farkli konsantrasyonlar sabit agirliktaki nanofiber matlar
ile denenmis olup, optimize edilen deger 7,5 mg/mL konsantrasyon bulunmustur. Her bir
NF mata 5 dakika inert gaz olan azot gazi uygulanmistir. Sonrasinda reaksiyon 40°C
sicakligindaki etiivde 24 saat stirmiistiir (Oktay ve ark.,2015). Etiivden ¢ikan numuneler
saat bas1 yikama yapilarak organik ¢6ziici THF uzaklastirilmistir. Propolis yiiklemesi

oncesi NF matlar liyofilize edilmek Uzere -20°C dondurulmustur.
3.6 PVA/IS Nanofiber Matlara Propolis Yiiklenmesi

1 cm? boyutundaki ¢apraz baglanmus liyofilize NF matlara 0,05 mg/ mL, 0,01 mg/ mL ve
0,2 mg/mL konsantrasyonlarinda 35 pL propolis sulu ¢ozeltisi damlatma yolu ile
emdirilmistir. Propolis yiiklemesi sonrasinda liyofilize edilen matlar karakterizasyonlar

icin +4 °C’de saklanmustir.

3.7 Uretilen Yara Ortii Malzemesinin Karakterizasyonu

PVA, IS ve propolis ekstrakt iceren yara ortii malzemesi fizikokimyasal ve morfolojik
analizler ile karakterize edilmistir. Daha sonra salim ve bozunma testleri de yapilmstir.

3.7.1 Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM) Analizi

Gorintlileme oncesi liyofilize PVA/IS NF matlar Au-Pd alagimi ile kaplanmis olup,
iletken hale getirilmistir. Olusan nanofiberlerin ortalama cap ve ¢ap dagilimlar: taramali
elektron mikroskopisi (SEM) ile incelenmistir (Eslah ve ark., 2016; Eskandarinia ve ark.,
2020).
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3.7.2 Fourier Doniisiimlii Kiz1lotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Toz malzemeler PVA, IS, CDI ve iiretilen iiriinler olan PVA/IS NF matlar PVA/IS/CDI
NF matlar (¢apraz bagli) ve PVA/IS/CDI/PRO NF matlarin (gapraz bagli propolis yiiklii)
fonksiyonel grup analizleri asagida 400-4000 cm™ dalga boylar1 araligimda FT-IR
spektroskopisi ile fonksiyonel grup analizleri yapilmistir. Malzemelerin tek basina
formlarinin  fonksiyonel grup gegirgenlikleri (transmittance) ile karsilastirilip,

malzemeler arasi etkilesim FT-IR spektroskopisi ile analiz edilmistir (Eslah ve ark.,

2016).

3.7.3 Sisme Testi

Liyofilize edilmis PU-PVA/IS/CDI/PROP NF matlar 0,01 M PBS cozeltisi icerisine
yerlestirilmistir. 37 °C derece sicakliktaki calkalamali su banyosunda 150 rpm’de
bekletilmistir. Kuru agirliklar1 (0. saat) tartilmistir. Calkalamali su banyosuna
yerlestirildikten sonra belirli saatlerde tartim yapilmistir. Elde edilen agirliklar ile zamana
bagh sisme grafigi cizilmistir. Sigsme testi iki tekrarli yapilmis olup, hesaplamalar
ortalama agirliklara gore yapilmistir. NF matlarin sisme orami esitlik 3.1°de verilen
formil kullanilarak hesaplanmustir (Shi ve ark., 2012, Adeli ve ark.,2018 Eskandarinia ve
ark., 2020).
SRW — SRD

i %)= ——— 3.1
Sisme orant (%) SRD x 100 (3.1)

Burada SRW nanofiber matlarin islak agirliklarini, SRD ise kuru agirliklarmi ifade

etmektedir.

3.7.4 Bozunma Testi

Liyofilize edilmis capraz bagh propolis yikli PVA/IS/ICDI/PROP NF matlar, 0,01 M
PBS c¢ozeltisi igerisine yerlestirildi. 37 °C derece sicakliktaki ¢calkalamali su banyosunda
150 rpm’de bekletildi. Kuru agirliklar1 (0.saat) tartilmistir. Yerlestirdikten 1.,7. ve
21.giinlerde kurutulup tartim yapilmustir. Esitlik 3.2°de verilen yiizde kalana agirlik
formiilii ile hesaplanmistir ve zamana bagli kaybedilen agirlik (bozunma) grafigi
cizilmistir. Bozunma testi iki tekrarli yapilmis olup, hesaplamalar ortalama agirliklara

gore yapilmistir. (Shi ve ark., 2012, Adeli ve ark.,2019 Eskandarinia ve ark., 2020).
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W,
Kalan agirlik (%) = Wt X 100 (3.2)
0

Burada W nanofiber matlarin t zamanindaki agirligini, Wo ise nanofiber matlarin 0.

anmdaki agirliklarmi ifade etmektedir.

3.7.5 In-vitro Propolis Salim Testi

Propolis salim testi igin PVA/IS/CDI/PRO NF matlarm 37°C’lik PBS ¢ozeltisine ekleyip
150 rpm ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmistir. Farkli zamanlarda numuneden alinan
orneklerin propolis miktar1 UV-Vis spektrofotometresi kullanilarak ile miktar tayini

yapilmistir. Esitlik 3.3’te verilen ylizde kiimiilatif salim ile hesaplanmistir (Eskandarina

et al., 2019).

Toplam salinan propolis (mg)

Kumilatif salim (%) = 100 (3.3)

Baslangicta yiiklenen propolis (mg) x

3.8 Uretilen Yara Ortiisti Malzemesinin Biyolojik Aktivite Testleri

3.8.1 Biyouyumluluk Testi
3.8.1.1 Fibroblast hiicrelerinin kiiltiiriiniin olusturulmasi:

Yara ortii malzemelerinin  biyouyumluluk testleri, Yildiz Teknik Universitesi,
Biyomiihendislik boliimii, hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi laboratuvarindaki
kriyobanktan temin edilen fare fibroblast hicreleri (L929) kullanilarak
gerceklestirilmistir. Fibroblastlarm kiiltiire edilmesi i¢in %10 FBS ve %]1 penisilin
streptomisin iceren DMEM/F12 biiylime ortami ve %5 CO2, %95 nem ve 37 °C’ye
ayarlanmis inkiibator sartlar1 kullanilmistir. Hiicrelerin goriintiilenmesinde invert
mikroskop kullanilmistir. Fibroblast hiicreleri 75T flask yiizeyinde %70-80 hiicre
yogunluguna ulastiktan sonra pasajlanmistir. Pasajlama isleminde hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra %0,25°1ik tripsin-EDTA kullanilarak toplanmigtir. Tripsinize edilmis
hucreler buylime ortami iginde yeniden siispanse edilmis olup daha sonra 1000 rpm’de 5
dakika boyunca santrifiijlenmistir. Elde edilen hiicre pelletine 1 mL biiylime ortami
eklenerek Thoma laminda tripan mavisi ile hiicre saymmi yapilmistir (Neamnark vd.,
2007). Biyouyumluluk testi i¢in gerekli hiicre sayisi siispanse edilerek kullanilmis olup

diger hiicrelerin kiiltiirii ayn1 sartlar kullanilarak devam ettirilmistir.
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3.8.1.2 indirekt hiicre canhhk analizi

PVA/IS/CDI NF ve ii¢ farkli konsantrasyonda propolis (0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL ve 0,2
mg/mL) yiiklenen PVA/IS/CDI/PROP NF matlar biyouyumluluk 6zellikleri 1SO-10993-
5 standardina gore test edilmistir (ISO-10993-5). Hicre metabolik aktivitesini
degerlendirmek amaciyla sik kullanilan ve kolorimetrik bir analiz olan MTT testi
kullanilarak hiicre canlilig1 analizi yapilmistir (Adeli ve ark., 2018; Eskandarina ve ark.,
2020). MTT testinde ortama verilen sar1 tetrazolyum tuzu canli hiicreler tarafindan
indirgenerek mor renkli formazana doniismektedir. Olusan formazan kristallerini
cozdurmek igin genellikle DMSO kullanildig1 bildirilmektedir. Cozdiiriilen formazan
kristallerinin yogunlugu hiicre canliliginin hesaplanmasinda kullanilmaktadir (Gerlier ve

Thomasset, 1986).

Hiicre canlilik analizinde kullanilmalar1 i¢in 1x1 cm’lik boyutlarda kesilen yara oOrtu
malzemeleri, UV ile 45 dakika boyunca sterilize edilmistir ve ardindan steril kosullarda
(laminer flow kabinde) hiicre bliylime ortami iceren (6 mL) falkonlara aktarilmistir. Bu
falkonlar 130 rpm ve 37 °C’ye ayarlanmis inkiibat6re konulmus ve 3 giin boyunca inkiibe
edilmistir. 1., 2. ve 3. giin sonlarinda yara 6rtii malzemelerinin ekstraktlarindan 6rnekler

alinmis ve hiicre canlilik analizinde kullanilmak iizere +4 ° C’de saklanmuistir.

Elde edilen ckstraktlarda bulunan (yara Ortii malzemelerinden zamana bagli olarak
salman) bilesenlerin hiicre canlilifina etkileri MTT testi ile incelenmistir. Bu test i¢in 96
kuyulu plakalarm her kuyusuna 1x10° hiicre/mL olacak sekilde hiicre ekimi
gergeklestirilmistir. Plakalar %5 COg2, %95 nem ve 37 °C sartlarinda 24 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Bu inkiibasyon siiresi sonrasi kontrol grubu ortami taze besi
yeri ile degistirilirken deney gruplar1 yara Ortii malzemelerine ait 1., 2. ve 3. giin
ekstraktlar1 ile degistirilmistir. Her grup i¢in ti¢ tekrarh ¢alisilmistir. Hiicreler inkiibasyon
kosullarinda 24 ve 48 saat boyunca bekletilmistir. Daha sonra plakalarin her bir kuyusuna
10 uL MTT soliisyonu (10 mg/mL) eklenip ve plakalar karanlik inkiibasyon kosullarinda
4 saat bekletilmistir. Bu siire sonunda canli hiicrelerde meydana gelen ve suda
¢coziinmeyen mor renkli formazani ¢ézdiirmek i¢in her bir kuyuya 100 uL DMSO eklenip
ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra plakalardaki optik yogunluk
mikroplaka okuyucu ile 570 nm’de 6l¢lilmiistiir. Her grup i¢in tiim degerler, ortalama
+SD’ler alinarak hesaplanmistir (n=3). Esitlik 3.4’te verilen formul kullanilarak yara ortii
malzemelerinin hiicre canliligina etkisi (%) kontrol grubuna gore hesaplanmistir. Ayrica

deney gruplarinin kendi aralarinda hiicre canliligina etkileri karsilastirilmstir.
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Ornek absorbanst (3.4)

Hiicre canliligt (%) = 100

X
Kontrol absorbanst

3.8.2 In-vitro Yara Iyilesmesi Analizi (Scratch Assay)

PVA/iS/CDI NF ve ii¢ farkli konsantrasyonda propolis (0,05 mg/mL, 0,1 mg/mL ve 0,2
mg/mL) vyilklenen PVA/IS/CDI/PROP NF matlar in-vitro yara iyilesmesini
degerlendirmek amaciyla hiicre gocii deneyi (¢izik testi) yapildi (Pijuan vd., 2019).
Biyouyumluluk analizinde kullanilmak iizere hazirlanan, yara ortii malzemelerine ait 1.,

2. ve 3. giin ekstraksiyon ortamlari bu test i¢in tekrar hazirlanmistir.

In-vitro yara iyilesmesi analizi i¢in 6ncelikle 6 kuyulu plakalarda iki boyutlu bir yara
modeli olusturulmustur. Bunun i¢in de plakanin her bir kuyusuna 3x10° sayida fibroblast
hicresi ekilip ve hiicreler 24 saat boyunca inkiibasyon sartlarinda bekletildi. Bu siire
sonunda 200 pL’lik steril bir pipet ucuyla kuyularda c¢izik atilarak hiicresiz alanlar
olusturuldu. Cizik sonras1 kuyulardaki hiicre artiklarini uzaklagtirmak i¢in ortam aspire
edilip ve PBS ile yikanmistir. Daha sonra kontrol grubu kuyularina taze besiyeri, deney
grubu kuyularma da ekstraksiyon ortamlar1 eklenmistir. Kuyularin 0. saat, 6.saat, 24. ve
48. saat inkiibasyon sonrasindaki goriintiileri faz kontrast mikroskobu kullanilarak izlendi
ve yara alan1 Image J yazilimi kullanilarak 6l¢iildii. Yara kapanma ytizdesi esitlik 3.5°te
verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir.
% Yara kapanmast = %_O)G(t) x 100 (3.5)

Burada G (0) 0. saat aninda 6lgiilen yara alani, G (t) ise ¢izikten t saat sonraki yara alanini

ifade etmektedir.

3.8.3 Antibakteriyel Aktivite Testi

Kronik yara olusumunun ilk asamalarinda Gram-pozitif organizmalar, 6zellikle S. aureus
baskindir. Daha sonraki asamalarda, Gram-negatif E. coli ve P. aeruginosa tirleri
gozlenir ve derinin daha derin katmanlarini istila etme egiliminde olup 6nemli doku
hasarma neden olur (Simdes ve ark.,2018) Bu sebeple yara oOrtli malzemesinin
antibakteriyel aktivitesi baglica inhibisyon bolge testi ile Gram-negatif bakteri olan E. coli
ve Gram-pozitif bakteri olan S. aureus iizerinde belirlenmistir. E. coli ve S. aureus stok

kiltirlerden birer koloni almmarak alinan bakteriler 3 mL Mueller Hinton Broth sivi
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kiiltiiriine inokiile edilmistir. 37 °C etiivde 16-18 saat inkiibe edilmistir. Inkubasyon
sonrasi elde edilen hiicre kiiltiirleri seyreltilerek 108 CFU/mL olacak sekilde
hazirlanmistir. MHA agar iizerine, hiicre sayis1 108 CFU/mL olan E. coli ve S. aureus,
100 pl olacak sekilde ayri ayri petrilere damlatilmis daha sonra petrilerde bosluk
kalmayacak sekilde swab ile yayilmistir. Petriler 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Bakterilerin yayildig1 petrilere PVA/IS/CDI NF matlar ve PVA/IS/CDI/PROP
NF matlar yerlestirilmistir ve 37 °C etiivde 18 saat inkiibe edilmistir. Bir sonraki giin yara
ortii malzemesinin antibakteriyel aktivite gdsterdigi (inhibisyon) bolgesi (clearance zone)

hesaplanmistir (Adeli et al., 2018; Eskandarina et al., 2020).
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A

SONUC VE ONERILER

4.1 Taramah Elektron Mikroskopisi (SEM) Analizi

PVA/IS nanofiber matlar SEM ile analiz edilmistir. Sekil 4.1°deki goriintiilerde
gorildiigl tizere boncuksuz ve homojen nanofiberler elektro-egirme yontemi ile elde
edilmistir. Image] programi ile rastgele segilen 100 adet PVA/IS nanofiber caplar1
Ol¢tilmiistiir. Ortalama NF ¢ap1 204.53 nm, minimum NF ¢ap1 86.33 nm, maksimum
NF ¢ap1 376 nm Olglilmiistiir.

EHT=1000kV WD= 95mm

EHT =10.00kV WD = 9.5mm

Sekil 4.1 PVA/IS nanofiber gériintiileri (A) 10.000x biiyiitme, (B) 20.000x, biiyiitme
(C) 40.000x buytitme ve (D) 60.000x biyitme

Tablo 4.1°de goriilduigii tizere farkl voltaj, akis hiz1 ve siringa ucu-kolektor aras1 mesafe
degistirilerek denemeler yapilmistir. Optimum kosullar akis hiz1 1 mL/saat, voltaj 21 kV
ve siringa ucu-kolektor uzakligi 12 cm olacak sekilde bulunmustur. Optimum kosullar

saglandiginda Taylor konisi ve polimer jeti olusmustur. Voltajin 21 kV {izerine ¢ikmasi
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elektrospreylemeye ve boncuklu fiber olusumuna sebep olmustur. Bu da fiber ¢apinda
artis anlamina gelmektedir (Mishra ve ark., 2018). Ayni zamanda voltajin 21 kV altinda
olmasi da siringa ucunda biiyiik damlalara sebep olup, polimer ¢ozeltisinin kaybina sebep
olmustur. Kritik voltajmm 21 kV olduguna kanaat getirilmistir. Akis hizinin 1,5 mL/saat
olmasi ile fiber ¢apinda artis, damla olusumu goézlenmistir (Megelski ve ark.,2002).

Uzaklik 12 cm iizerine ¢iktiginda olusan fiberler kolektore ulagamamastir.

Tablo 4.1 Elektro-egirme denemeleri

) Akis hiza Siringa ignesi
Voltaj (kV) Uzakhk (cm)
(mL/saat) (Gauge)
27 1,5 12 21
27 1 15 21
21 1,5 15 21
21 1 12 21
18 1 12 21
18 1,5 15 21

Eslah ve ark., elektro-egirme yontemi ile iiretilen,PVA/IS nanofiberlerini 365-426 nm
caplarinda elde etmislerdir (Eslah ve ark., 2015). Chao ve ark., elektro-egirme yontemi
ile iiretilen PVA/IS kompozit nanofiberlere tigesiklin antibiyotigi entegre etmislerdir.Bu
calismada ise ortalama nanofiber ¢cap1 356 nm olarak bulunmustur (Chao ve ark.,2018).
Yan ve ark., elektro-egirme yontemi ile PVA/IS nanofiberlerin tretilmesi ve A549
hicrelerinin epitelyal-mezenkimal gecisi tizerindeki etkisini arastirmak igin yaptiklari
calismada ortalama nanofiber ¢apini 200 nm olarak elde etmislerdir (Yan ve ark.,2017).

Uretilen PVA/IS nanofiberlerin cap ve cap dagilimlari literatiir ile uyumlu bulunmustur.

4.2  Fourier Doniisiimlii-Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR) Analizi

Yara ortii malzemesi iiretiminde kullanilan malzemeler olan toz malzemeler PVA, IS,
CDI ve iiretilen iiriinler olan PVA/IS nanofiber matlar, PVA/IS/CDI (capraz bagh)
nanofiber matlar ve PVA/IS/CDI/PRO (gapraz bagli ve propolis yiiklii) nanofiber

matlarin fonksiyonel grup analizleri asagida Sekil 4.2 ve 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.2 PVA/IS, IS ve PVA’nm karsilastirmali FT-IR spektrumu

PVA toz numunesinde, 3600-3200 cm™ arasinda olusan O-H gerilme band1 3285 cm™’de
gbzlenmistir. 3000-2840 cm™ arasinda olusan 2941 cm™ band1 alkil C-H gerilmesine
aittir. Asetat gruplar1 sebebiyle olusan C-O gerilme titresimi 1720 cm™ ‘de gdzlenmistir.
1418 cm™’de olusan pik C-H gerilmesine, 1324 cm™ olusan pik C-H deformasyonuna,
1088 cm™ olusan pik C-O gerilmesine ve 842 cm™ C-C gerilmesine aittir (Eslah ve
ark.,2013, Kharazmi ve ark.,2015).

Ipek serisin toz numunesinde (IS) 3500-3000 cm™? araliginda bulunan N-H egilme
titresimi sebebiyle olusmustur. O-H gerilme band1 ise 3600-3200 cm™'de bulundugu i¢in
N-H egilme bandi ile iist iiste binmistir. Bu sebeple N-H egilme ve O-H gerilme sonucu
olusan pik 3272 cm™’de ortaya ¢ikmustir. 1700600 cm™ bandinda bulunan C=O'nun
gerilme titresimini 1641 cm™ (amid 1) piki, 15801510 cm™ bandinda bulunan N-H
egilmesinin varh@ini 1515 cm™ (amid II) piki ile dogrulanmistir. C-N gerilmesi (amid I11)
1392 cm™de gozlenmistir (Eslah ve ark., 2013, Saha ve ark.,2019).

Polivinil alkolipek serisin nanofiber matlar (PVA/IS) goriildiigii iizere, PVA’da
bulunmayan amid | 1610-1695 cm™ araliginda (C=0 gerilme) ve amid III icin 1441
cm "de (C-N gerilme) pik gdzlenmistir. PVA ve PVA/IS NF matlar karsilastirildiginda
PVA/IS nanofiber spektrumunda amid II’ye ait 1515 cm™ pik géziikmemektedir. Bunun
sebebi serisinin amid gruplar1 ile PVA’nin -OH gruplar1 arasindaki etkilesimin daha

yiiksek olmasidir (Eslah ve ark., 2013).
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Sekil 4.3 Serbest propolis, PVA/IS/CDI/PROP, PVA/iS/CDI ve PVA/iS’nin
karsilastirmali FT-IR spektrumu
Capraz bagli polivinil alkol/ipek serisin NF matlar (PVA/IS/CDI), 1717 cm™’de bulunan
ve capraz baglama sonucu olusan karbamat bagmin sebep oldugu pik karsimiza
¢ikmaktadir. Bu pik PVA/IS NF matlarin ¢apraz baglandigi anlamina gelmektedir. Bunun
yani sira karbonildiimidazol ile hidroksil gruplarinin neden oldugu bant yogunlugunu
azaltmas1 ile karsimiza cikmaktadir. Bunun yaninda PVA/IS ve PVA/IS/CDI
karsilastirildiginda amid bantlarinin yogunlugunun azaldigini goériilmektedir. -OH ve
amid bantlarmin yogunluklarmmin azalmasina sebep olarak karbonildiimidazoliin,
polivinil alkoliin -OH gruplarma baglanirken bir yandan da ipek serisinin amin gruplarina

baglanarak polimerleri ¢capraz baglamasi diisiiniilmektedir (Elschner ve ark., 2018).

Son olarak nihai iirlin olan ¢apraz bagli ve propolis yiiklii polivinil alkol/ipek serisin
nanofiber matlar (PVA/IS/CDI/PRO), polivinil alkol ve ipek serisinde bulunan ve fenol
bilesiklerin O-H gerilmesinden dolay1 3427 cm™'de bant gdstermistir. Propolis kaynakli
C-H gerilmesi 2938 cm™’°de ve aromatik eter C-O-C baginm gerilmesi 1039 cm™'de pik
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Hegazi ve ark.,2019). Sonug olarak spektrumda analiz
edilen malzemelerin fonksiyonel gruplarna ait bantlar net olarak FT-IR spektrumlarinda

gozlenmistir.
4.3 Sisme Testi

Yarada olusabilecek eksiida sebebiyle yara Ortii malzemesinin sisme orani bir diger
deyisle sivi absorplama yetenegi bilyiik ©nem tagimaktadwr. Ideal bir yara ortii

malzemesinin s1vi alimi1 %100-900 arasinda degismektedir (Adeli ve ark., 2018). Asagida
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verilen Tablo 4.2°de goriildiigii iizere belirli araliklarla ¢alkalamali su banyosunda PBS

icerisinde bulunan PU kopiik membran ve PVA/IS/CDI nanofiber matlarm agirliklar:

Ol¢tilmiistiir.

Tablo 4.2 PU-PVA/IS/CDI/PROP nanofiber matlarin zamana bagl sisme-agirlik

tablosu
Zaman (saat) PU-PVA/IS/CDI/PROP NF
Agirhk (mg)
0 52,14
1 267,95
2 325,05
20 411,9
24 419,40
48 4415
96 467,2

PU-PVA/IS/CDI/PROP nanofiber matlarm zamana bagl sisme-agirlik bilgileri Tablo

4.2°deki

gibidir. Bu bilgilere bagl

olarak sisme oran1 hesabina gore PU-

PVA/IS/CDI/PROP nanofiber matlarm ve yiizde sisme (%) — zaman (saat) grafigi

¢izilmistir.
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Sekil 4.4 PU-PVA/IS/CDI NF matlarin zamana bagl (%) sisme grafigi

Polivinil alkol ve politretan hidrofilik polimerlerdir. Yapilarinda hidroksil grup

bulundururlar. ipek serisin de yapisinda bulundurdugu hidroksil, karboksil ve amino
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gruplar1 sayesinde hidrofilik yapiya sahiptir. Bu sebeple su tutma kapasiteleri yliksek
polimerlerdir. Hidrofilik yapilar1 yani sira nanofiber matin yapisindaki nano ve mikro
gozenekler sayesinde de 96.saatte %796,04 sisme oranina ulastig1 diisiiniilmektedir. Elde
edilen sonuglar literatiir ile uyumlu bulunmustur (Mandal ve ark., 2009, Khan 2014, Eslah
ve ark.,2015, Adeli ve ark.,2018, Bakhsheshi-Rad ve ark.,2020).

4.4 Bozunma Testi

Uretilen PVA/IS/CDI/PROP nanofiber matlar hidrofilik olmalar1 ve yiizey alanlarinm
genis olmasi sebebiyle, CDI ile ¢apraz baglanmadan 6nce, su ve PBS ile temas haline
gectikleri anda erimislerdir. PVA/IS NF matlar ¢apraz baglama reaksiyonuna tabii

tutularak mekanik dayanimin saglanmasi amaglanmistir.

Asagida verilen Tablo 4.3’te goriildiigii iizere belirli araliklarla calkalamali su
banyosunda pH 7.4 olan PBS icerisinde bulunan PVA/IS/CDI/PROP NF matlarin
agirhiklar1 kurutularak tartilmistir. Esitlik 3.2°de verilen (%) kalan agirlik formiilii ile

grafik ¢izilmistir.

Tablo 4.3 Zamana bagli agirlik tablosu

Zaman (gun) Agirhik (mg)
0 9,00
1 8,82
7 8,37
21 7,65

PVA/IS/CDI/PROP NF matlarin ortalama kuru agirlhiklar: 9,00 mg olarak tartilmistir.
PBS c¢ozetlisi igerisinde 1, 7 ve 21 giin calkalamali su banyosunda 150 rpm’de
bekletilmislerdir. 1., 7. ve 21. giinlerde numuneler dondurulup, liyofilize edilmis ve kuru
agirliklart tartilmigtir. Sekil 4.5°te de goriildiigii lizere elde edilen Glgumlere gore
PVA/IS/CDI/PROP NF matlar 21 giin sonunda agirlklarmin ortalama %]15’ini
kaybetmislerdir. Kiitle kaybmin sebebi olarak PVA ve IS polimerlerinin hidrofilik yapida
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olmalar1 ve ipek serisinin PBS ¢dzeltisi igerisinde salim gergeklestirdigi diistiniilmektedir

(Adeli ve ark.,2018, Mandal ve ark.,2018).
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Sekil 4.5 PVA/IS/CDI/PROP nanofiber matlarin zamana bagl (%) kalan agirhik grafigi

Mandal ve ark., elektro-egirme ydntemi ile iiretilen PVA/IS nanofiberler 30 giin PBS
cozeltisi igerisinde bekletilmistir. NF matlar 30 giin sonunda %15-18’lik bir kiitle kayb1
yasamislardir. PVA matlarm PBS ¢dzeltisi igerisinde stabil kaldig1 fakat PVA/IS NF
matlarm ipek serisinin zamanla saliminin gergeklesmesi sebebiyle kiitle kaybi
yasanmistir (Mandal ve ark.,2018). Uretilen PVA/IS/CDI/PROP nanofiberlerin zamana

bagli bozunma davraniglar1 literatiir ile uyumlu bulunmustur.
4.5 In-vitro Propolis Salim Testi

Propolis salim testi i¢in, Tablo 4.4’te goriildigi tizere 0,0032-0,048 mg/mL arasindaki
farkli konsantrasyonlarda propolis-su ¢ozeltilerinin 294 nm dalga boyundaki absorbans
degerlerine gore kalibrasyon egrisi c¢izilmistir. 294 nm olmasinin sebebi Anadolu
propolisi icerisindeki fenolik maddeler 280-320 nm arasinda pik vermektedir

(Aliyazicioglu ve ark., 2013).
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Tablo 4.4 Propolis-su kalibrasyon egrisi i¢in alinan degerler

Konsantrasyon | Absorbans

(mg/mL) (294 nm)
0,0032 0,016
0,0048 0,05
0,008 0,15
0,0096 0,177
0,0120 0,203
0,0128 0,234
0,016 0,339
0,032 0,658
0,048 1,031

1,0 v

_ 0,84

£ )

3 06- o y=20,726x

= . R?=0,9942

£ o4

o "

2 L

< om

0,24 ..‘I
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Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.6 Propolis-su kalibrasyon egrisi

Farkli zamanlarda propolis yiikli PVA/IS nanofiber matin salim ortammdan alinan
orneklerin UV-Goriiniir bolge spektrofotometresi absorbans dl¢iimii yapilmistir. Alinan

Olcimler ile NF mattan salimi gerceklesen propolisin miktar1 Sekil 4.6’da verilen
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kalibrasyon egrisine gore hesaplanmustir. Salimi gergeklesen propolis miktarinin, Esitlik

3.3’te verilen yiizde kiimiilatif salim hesabi ile grafikleri ¢izilmistir.
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Sekil 4.7 48 saatlik propolis salim grafigi
Sekil 4.7°da goriildiigii tizere, ilk yarim saat igeresinde yiiklenen propolisin kiimiilatif
olarak %53,7’si salinmustir. Ilk 10 dakika igerisinde ani salim (burst release) oldugu
gozlemlenmistir. Ilk 48 saatte meydana gelen saf propolisin kiimiilatif salim grafigi
verilmektedir. Ik 30 dakikada meydana gelen %53,7 propolis salimi1 sonrasinda zamana
bagli olarak dramatik bir artis gozlenmemistir. 48 saat sonunda kiimiilatif salim %58,5e

ulagmustir.

Yiiklenen propolisin yarisindan fazlasmin ilk 30 dakika igerisinde salmasinin nedeni
propolisin capraz bagli PVA/IS nanofiber matlara damlatma/emdirme yolu ile entegre
edilmis olmasidir. Bir diger deyisle, propolisin ¢apraz bagli PVA/IS nanofiber matin
yiizeyinde bulunmasidir. Ani salima iki farkli yorum getirilebilir. Uzun vadeli kontrollii
salimda olumsuz bir sonucu olarak kabul edilebilirken belirli durumlarda hizli serbest
birakma veya yiiksek baslangi¢ oranlari istenebilir. Bir diger deyisle, yaranin tedavisi i¢in
ani salim gerceklesmesi yara bolgesinin direkt yara Ortiisii ile temas aninda baglamasi

sebebiyle avantajli bir durum haline gelebilmektedir. (Huang ve Brazel, 2001).

Khoshnevisan ve ark., propolis emdirilmis seliiloz asetat/polikaprolakton nanofiber

matlarin iiretilmesi ve bu fiberlerin antibakteriyel ve antioksidan etkinliklerini
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incelemiglerdir. Bu c¢alismada emdirilmis propolisin hizli bir sekilde salinmasi ve
bakterilerin nanofiberlerin yiizeyine absorbe olmalar1 nedeniyle, serbest propolisten daha
diisiik propolis degerine sahip olmalarma ragmen benzer antibakteriyel etkinlik
gostermektedir. Sonug olarak propolis emdirilmis NF matin, enfekte yaralari tedavi
etmede etkili olabilecegini dogruladi. (Khoshnevisan ve ark.,2019). Uretilen propolis
yiiklii PVA/IS/CDI nanofiberlerin zamana bagli propolis salim davranislar: literatiir ile

uyumlu bulunmustur.
4.6  Uretilen Yara Ortii Malzemesinin Biyolojik Aktivite Testleri

4.6.1 Biyouyumluluk Testi
4.6.1.1 Indirekt Hiicre Canhhk Analizi

Hiicre canlihigini tayin etmek igcin PVA/IS/CDI NF matlarm ve g farkli propolis
konsantrasyonu (0,05, 0,1 ve 0,2 mg/mL) uygulanmis PVA/IS/CDI/PROP NF matlarin
1., 2. ve 3. giin ekstraktlarindan ornek alinmistir. Alman ekstrakt ornekleri L929
fibroblast hucreleri ile muamele edilmis ve analiz gergeklestirilmistir. (%) Hicre canlilig
formQlu kullanilarak yara Ortii malzemelerinin hiicre canliligina etkisi kontrol grubuna
gore kiyaslanmistir. Elde edilen sonuclar asagidaki Sekil 4.8’de gosterildigi gibidir.
24 saat ve 48.saat kontrol grubu hiicre canliligi (%) %100 olarak kabul edilmistir.

24 saatte, 1.,2. ve 3. giin PVA/IS/CDI NF mat ekstraktlarmin hiicre canlilik yiizdeleri
sirastyla %93,48, %94,87 ve %96,70 hesaplamstir. 1., 2. ve 3. giin PVA/IS/CDI/0,05
PROP NF mat ekstraktlarmin hiicre canlilik yiizdeleri sirasiyla %97,07, %96,82 ve
%96,52 olarak, PVA/IS/CDI /0,1 PROP NF mat ekstraktlarmm hiicre canlilik yiizdeleri
strastyla %95,48, %99,39 ve %101,34 ve PVA/IS/CDI/0,2 PROP NF mat ekstraktlarinimn
hiicre canlilik yiizdeleri sirasiyla %94,69, %105,18 ve %104,63 olarak hesaplanmistir.

48.saatte 1.,2. ve 3. gun PVA//CDI NF mat ekstraktlarmin hiicre canlilik yiizdeleri
srrasiyla %100,73, %101,74 ve %99,26 hesaplanmustir. 1., 2. ve 3. giin PVA/IS/CDI /0,05
PROP NF mat ekstraktlarmin hiicre canlilik yiizdeleri sirasiyla %97,64, %99,15 ve
%99,88 olarak, PVA/IS/CDI/0,1 PROP NF mat ekstraktlarmm hiicre canlilik yiizdeleri
strastyla %99,55, %102,07 ve %101,12 ve PVA/IS/CDI/0,2 PROP NF mat ekstraktlariin
hiicre canlilik yiizdeleri sirasiyla %112,39, %120 ve %110,39 olarak hesaplanmustir.
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Elde edilen sonuglara gore tim NF matlar %94 ve iizeri hiicre canlilig1 gosterdigi igin
uretilen NF matlar olduk¢a biyouyumludur. Nihai Grtin olan 0,2 mg/mL propolis
konsantrasyonu yiiklenmis PVA/IS/CDI/PROP NF mat en fazla (%) hiicre canlilig:

saglayan konsantrasyon olarak bulunmustur.
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Sekil 4.8 PVA/IS/CDI NF ve PVA/IS/CDI/PROP NF’lerin zamana bagli hiicre canlilig
(%) grafigi
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Literatiirde Adeli ve ark. yaptiklar1 calismada elektro-egrilmis PV A/kitosan/nisasta
nanofiber matlarin 24 ve 48. saatlerde yapilan hiicre canlilig1 analizinde 24 saat sonra
%72-95, 48 saat temas ettikten sonra %68-98 araligina yiiksek hiicre canlilig
gostermistir. Bakhsheshi-Rad ve ark. yaptiklari ¢alismada ise ipek serisin igeren PVA/CD
NF matlar 3.gtin sonunda %75-102 ve 7 gun sonra %86-118 araliginda bir hiicre canliligi
gostermistir. Elde edilen veriler literatiir ile karsilastirildiginda, iiretilen PVA/IS/CDI ve
PVA/iS/CDI/PROP nanofiber matlarm hiicre proliferasyonunu tesvik eden, biyouyumlu
malzemeler oldugu anlagilmaktadir (Adeli ve ark., 2018, Linh & Lee, 2011).

4.6.2 In-vitro Yara lyilesmesi Analizi (Scratch Assay)

PVA/IS/CDI NF matlar ve ¢ farkli propolis konsantrasyonu (0,05, 0,1 ve 0,2 mg/mL)
uygulanmis PVA/IS/CDI/PROP NF matlar ile in-vitro yara iyilesmesini degerlendirmek
amaciyla hiicre gocu deneyi (gizik testi) yapilmistir (Pijuan vd., 2019). Biyouyumluluk
analizinde de kullanilan, t¢ farkl: (0,05, 0,1 ve 0,2 mg/mL) propolis konsantrasyonu
uygulanmis yara 0rti malzemelerine ait 1., 2. ve 3. gin ekstraksiyon ortamlari tekrar
hazirlanmistir. 6 kuyulu platelere ekilen hicrelerin Uzerine art1 seklinde ¢izik atilmistir
ve 1., 2. ve 3.glin ekstraksiyon ortamlar ile bulusturulmustur. Zamana bagh olarak (0.,
6., 24., 48. saat) hicre proliferasyonu isaretlenen bdlgeler fotograflanarak
gbzlemlenmistir. Esitlik 3.4’te verilen yizde yara kapanma formull 48. saatlerdeki

gorintilere uygulanmistir (Adeli ve ark.,2018).
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0.saat 6.saat 24 .saat 48.saat

Sekil 4.9 PVA/IS/CDI NF ekstraktlarmin 1929 hiicre hattinda zamana bagli in-vitro
yara iyilesmesi lizerindeki etkisinin incelenmesi

Kontrol

1.gtn NF eks.

2.gun NF eks.

3.gUn NF eks.
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0.saat 6.saat 24 .saat 48.saat

Sekil 4.10 0,05 mg/mL Propolis yukli PVA/IS/CDI ekstraktlarinin L929 hiicre hattinda
yara in-vitro iyilesmesi Gzerindeki etkisinin incelenmesi

Kontrol

1.gtn NF eks.

2.gun NF eks.

3.gUn NF eks.
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0.saat 6.saat 24 .saat 48.saat

Sekil 4.11 0,1 mg/mL Propolis yukli PVA/IS/CDI ekstraktlarinin L929 hiicre hattinda
in-vitro yara iyilesmesi Uzerindeki etkisinin incelenmesi

Kontrol

1.gtn NF eks.

2.gun NF eks.

3.gUn NF eks.
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0.saat 6.saat 24 .saat 48.saat

Sekil 4.12 0,2 mg/mL Propolis yikli PVA/IS/CDI ekstraktlarinin L929 hiicre hattinda
in-vitro yara iyilesmesi Uzerindeki etkisinin incelenmesi

Kontrol

1.gtn NF eks.

2.gun NF eks.

3.gUn NF eks.

Image J MRI Wound Healing programi ile 1., 2. ve 3. gun ekstraktlarinin 48. saatteki
ciziklerin kapanmas: programin alan hesabi 6lcilmistir. Esitlik 3.5°te verilen yara
kapanma (%) formiline goére hesaplanmistir. 0.andaki kontroller G (0) olarak,
PVA/IS/CDI ve PVA/IS/CDI/PROP 1., 2. ve 3. giin ekstraktlarinin 48. saatlerindeki ¢izik

alan1 ise G (48) olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.13 (%) Yara kapanmasi grafigi

Sekil 4.13’te de gosterildigi tizere yara kapanma yiizdesi (%) 0. andaki ¢izige 48.saat
kontrolii %46,60 olarak hesaplanmistir. 1.,2. ve 3. giin PVA//CDI NF mat ekstraktlarinin
yara kapatma yiizdeleri sirasiyla %60, %50,35 ve %64,38 olarak hesaplanmistir. 1., 2. ve
3. giin PVA/IS/CDI /0,05 PROP NF mat ekstraktlarinin yara kapatma yiizdeleri sirastyla
%71,74, %65,97 ve %72,62 olarak, PVA/IS/CDI/0,1 PROP NF mat ekstraktlarmin yara
kapatma yiizdeleri sirastyla %79,36, %89,33, %87 ve %89,33 olarak ve PVA/IS/CDI/0,2
PROP NF mat ekstraktlarmin yara kapatma yiizdeleri sirasiyla %87,46, %88,22 ve
%92,03 olarak hesaplanmuistir.

Propolis yiiklenmemis PVA/IS/CDI NF matlar ile nihai {iriin olan propolis yiiklii
PVA/IS/CDI/PROP NF matlarin yara kapatma yetenegi daha fazladir. Propolis
yiikklenmemis NF matlara gore ¢izik kapanma yiizdesinin artig sebebi propolisin hiicre
proliferasyonunu ve/veya gogiinii uyarmasi olarak agiklanabilir. Propolis konsantrasyonu
0,05 mg/mL’den 0,2 mg/mL’ye dogru arttik¢a hiicre canliligr artmistir (Oryan ve ark.,
2017). Bunun yani sira biyouyumlu bir ortamda hiicrelerin zamana bagl olarak ¢ogalmasi

da kapanma yiizdesinin artigina neden olmustur.

Literatiirde ise Gilotra ve ark. yaptiklar1 calismada PVA/IS NF matlar iiretmis ve matlarin
ekstraktlar1 24 saat sonrasinda %55-%65 arasinda iyilesme gostermistir (Gilotra ve ark.,
2018). M.Afonso ve ark. propolis ve bal ile yara iyilesmesi hakkinda yaptiklari ¢alismada
yara kapanmasi propolisli 6rneklerden en fazla yara kapanmasi saglayan sahip %0,5

konsantrasyona sahip olan propolis olmustur (M.Afonso ve ark., 2020).
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4.6.3 Antibakteriyel Aktivite Testi

Sekil 4.14’te verilen PVA/IS/CDI nanofiber matlarim ve propolis yiiklii
PVA/iS/CDI/PROP nanofiber matlarin disk difiizyon metodu ile E. coli ve S. aureus
bakterilerinin bulundugu agar plakalarda inhibisyon bdlgesi olusturma yetenegini

gozlemlemek adina antibakteriyel analiz yapilmustir.

Sekil 4.14 (A) E. coli bulunan agar plaka tizerinde PVA/IS nanofiber mat, (B) S.aureus
bulunan agar plaka tizerinde PVA/iS nanofiber mat, (C) E. coli bulunan agar plaka
iizerinde propolis yiiklii PVA/IS nanofiber mat, (D) S.aureus bulunan agar plaka
tizerinde propolis yiiklii PVA/IS nanofiber mat

Sekil 4.14 (A) ve (B)’de bulunan PVA/IS nanofiber matlarin E. coli veya S. aureus
bakterilerine karsi herhangi bir inhibisyon bdlgesi gostermedigi gozlenmistir. Bunun
sebebi tretilen PVA/IS nanofiber matlarin (80:20) oraninda polivinil alkol ve ipek serisin
icermesi sebebiyle oldugu disiinulmektedir. Polivinil alkolin antibakteriyel bir etki
gostermedigi bilinmektedir (Olewnik-Kruszkowska ve ark.,2019). Bunun yani sira
nanofiberde bulunan ipek serisin orani, antibakteriyel etki gostermeye yetecek kadar
olmadigi bu sebeple PVA/IS NF matlarda bir inhibisyon bélgesi olusmadig:
diistindImektedir. Literatlrde ise Chao ve ark., yaptiklar1 bir ¢calismada elektro egirme
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yontemi ile tigesiklin yukli serisin ve polivinil alkol kompozit fiberler Gretilmistir.

Inhibisyon bélge testi ile 13 mm capindaki antibiyotik (tigesiklin) yiiklenmemis SS/PVA

kompozit fiber numunesi E. coli ve B. subtilis bakterilerine kars1 sirasiyla 18.60+£0.89 nm

ve 26.43+1.07 mm inhibisyon bélgesi olusturmustur (Chao ve ark., 2018). Sekil 4.14 (C)

bulunan propolis yiiklii PVA/IS nanofiber matin E. coli bakterisine kars1 inhibisyon
bolgesi olusturmadigini ancak (D)’de bulunan propolis ylkli PVA/IS nanofiber matin S.
aureus bakterilerine karst 2,5-3 cm arasit bir inhibisyon boélgesi olusturdugu
gorulmektedir. E. coli gram-negatif bakteri olmas: sebebiyle dis zarla cevrili olan ince
bir peptidoglikan hiicre duvari ile gevrilidir. S. aureus gibi gram-pozitif bakterilerin bir
dis zar1 yoktur, ancak ¢ok daha kahn peptidoglikan tabakalar: ile gevrilidirler (Silhavy
ve ark., 2010). Bu nedenle E. coli, S. aureus’tan farkli olarak icerdigi ikincil hiicre zari
sebebiyle daha dayanikli hiicre yapisina sahip oldugundan propolis yikli nanofiber mat
S. aureus’a karsi antibakteriyel aktivite gosterirken E. coli’ye karsi herhangi bir
antibakteriyel aktivite gostermemistir. Literatirde Khoshnevisan ve ark., yaptiklari
calismada serbest propolis ve propolis-CA/PCL NF matlar, Gram-negatif suslar Gzerinde
daha distik antibakteriyel etki gostermistir. Literatlirdeki calismalarda Gram-negatif
bakterilerin propolise Gram-pozitiflere gore daha az duyarlilik gosterdigi belirtilmistir.
Bunun nedeni, farkl hiicre duvar: kimyasal yapisi ve propolisin bakteriye nifuz etmesini
onleyen Gram-negatif akis pompalarinin varligi oldugu diistiniilmektedir (Khoshnevisan
ve ark.,2019).

4.7  Genel Sonug ve Oneriler

Bu tez ¢aligmasi ile poliliretan kopiikk membran iizerinde, elektro-egirme yontemi ile
polivinil alkol ve ipek serisinden nanofiberler iiretilmis, daha sonrasinda bu sisteme
propolis yiiklenerek katmanli bir yara ortii malzemesi elde edilmistir. Yapilan bu calisma
ile literatiirde ilk defa dogal polimer ipek serisin ve dogal bir iirlin olan propolis ile
sentetik polimerler polivinil alkol ve poliliretandan olusan bir yara 6rtii malzemesi
dretilmistir ve bu malzemelerin sinerjistik etkisinin incelenmesi planlanmistir. Bu
dogrultuda, %8 (w/v) PVA/ %3 (w/v) IS ¢dzeltileri hazirlanip, elektro-egirme yontemi
ile nanofiber matlar iiretilmistir. Uretilen PVA/IS nanofiberler, N, N- Karbonildiimidazol
(CDJ) ile capraz baglanarak mekanik dayanim saglanmistir. Capraz baglayiciin optimize
edilmis konsantrasyonu yapilan calismalarla 1 gram PVA/IS NF basma 7,5 mg/mL CDI

olarak bulunmustur. Sonrasinda ii¢ farkli konsantrasyonda (0,5 mg/mL, 0,1 mg/mL ve
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0,2 mg/mL) propolis ¢ozeltisi PVA/IS/CDI NF matlara yiiklenmistir. Morfolojik ve
fizikokimyasal analizler ile karakterize edilmistir. Daha sonra salim ve bozunma testleri
de yapilmustir. Uretilen PV A/IS NF matlarin morfolojik analizi SEM ile analiz edilmistir.
204.53 nm, minimum NF c¢ap1 86.33 nm, maksimum NF ¢ap1 376 nm Olgiilmiistiir.
Uretilen nanofiberler boncuksuz ve homojen dagilim gdstermislerdir. PVA/IS NF
matlarin ¢apraz baglanmasi ve propolis yiiklenmesi islemleri gerceklestirilmistir. FT-IR
analizi ile bu islemler dogrulanmistir. Kullanilan polimerlerin hidrofilik olmas1 sebebiyle
PU-PVA/IS/CDI/PROP NF mat sisme testinde 96.saatte %796’ya ulasmusitr. 21 giinde
ise sadece %15’lik bir agirlik kaybina ugramistir. Salim testinde ise ilk 30 dakikada
meydana gelen %353,7 propolis salim1 sonrasinda zamana bagli olarak dramatik bir artis
gozlenmemistir. 48 saat sonunda kiimiilatif salim %58,5’¢ ulasmigtir. Damlatma yolu ile
propolis yiiklendigi icin propolis ani salim gerceklestirmektedir. Hizli bir salim
yapabilmesi sebebiyle ile yara 6rtii malzemesinde avantaj olabilmektedir. 48.saatte
PVA//CDI NF mat ekstraktlarmin hiicre canlilig1 %101,74, PVA/IS/CDI/0,2 PROP NF
mat ekstraktlarmin hiicre canlilik yiizdeleri sirasiyla %112,39’ye ulagsmistir. Elde edilen
veriler literatiir ile karsilastirildiginda, iiretilen PVA/IS/CDI ve PVA/iS/CDI/PROP
nanofiber matlarm hiicre proliferasyonunu tesvik eden, biyouyumlu malzemeler oldugu
anlasilmaktadir. /n-vitro yara kapanmasi analizinde ise propolis yiiklenmemis PVA//CDI
NF mat ekstraktlarmin yara kapatma yiizdesi %64,38 iken propolis yiiklenmesi ile
PVA/IS/CDI1/0,2 PROP NF mat ekstraktlarmin yara kapatma yiizdesi %92,03 olarak
hesaplanmistir. Propolisin hiicre proliferasyonunu tesvik ettigi anlasiimistir. PVA/IS/CDI
NF matlara yiklenen propolis konsantrasyonlarinda en fazla hiicre canliligi ve yara
kapatabilme yetenegi gosteren NF mat 0,2 mg/mL konsntrasyonda propolis damlatilmis
olan PVA/IS/CDI/PROP olarak bulunmustur. Antibakteriyel aktivite testinde ise
PVA/IS/CDI/PROP NF matlar, S. aureus bakterisine kars1 inhibisiyon bdlgesi olusturmus

fakat E. coli’ye kars1 bir bir inhibiyon bdlgesi olusturmamustir.

Bu calismanin devami olarak, ilerleyen c¢aligmalarda elektro-egirme yontemi ile
iiretilecek olan PVA/IS nanofiber matlar damlatma ile propolis entegrasyonu disinda
cozelti icerisine de propolis eklenerek nanofiber Gretimi, propolisin antioksidan
aktivitesine sahip oldugu bilinmesi sebebiyle antioksidan aktivite analizinin yapilmasi,
Gram-negatif bakteriler Gizerinde etkin molekdllerin entegrasyonu ile nanofiber Gretimi

yapilabilir.
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