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OZET

Farkh Bitki Ekstraktlar: Yiiklenmis Polimerik Yara Ortii

Malzemesi Tasarimi ve Uretimi

Cem Resat USTUNDAG

Biyomuhendislik Anabilim Dal
Biyomuhendislik Programi

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Burgin PISKIN

Insan viicudunun en biiyiik organi olan cilt, dis tehditlere kars1 ilk koruyucu sistem
olarak bilinir. Kazalar veya yaniklar ve diyabet gibi hastaliklar dahil olmak tizere
birgok farkli faktdr, cildin hasar gormesine neden olabilir. Cilt,
mikroorganizmalarin  kontaminasyonunu onleme ve homeostazi siirdiirme
konusunda 6nemli bir rol oynar. Bu nedenle, ciddi bir yaralanma sonrasinda yara
iyilegsmesini tesvik edebilecek bir yara ortii malzemesiyle cildi kaplamak énemlidir.
Geleneksel yara ortii malzemeleri nispeten uygun fiyath ve yiiksek emicilige
sahiptir. Ancak, sadece ¢evre ve yara alani arasinda bir bariyer iglevi goriirler ve
ayrica iyilesme siirecini tesvik etme konusunda eksiklikleri vardir. lyilesmeyi
tesvik etmek ve yara alanin1 desteklemek igin, fonksiyonel yara oOrtii

malzemelerinin gelistirilmesine biiyiik ihtiya¢ vardir.

Elektro-egirme, polimer soliisyonlarindan fonksiyonel fiber yara yara Orti
malzemelerinin iiretiminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Yara iyilesmesini
tesvik eden bitki bazli esansiyel yaglar, 6rnegin Calophyllum inophyllum (CIO)
esansiyel yagi, iyilesme siirecini tesvik etmek i¢in fiber yara ortii malzemesi olarak

uygun bir polimerle elektro-egirilebilir.
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Bu tez c¢alismasinda, yara Ortli malzemesi olarak kullanilmak amaciyla
Calophyllum inophyllum (CIO) esansiyel yagi yiiklii poli(e-kaprolakton) (PCL)
fiber matlarin tretilmesi, karakterizasyonu ve in vitro degerlendirilmesi
gergeklestirilmistir. Uretilen fiber matlarin yiizey morfolojisi, boyut dagilimu,
1islanabilirlik 6zellikleri, ila¢ salim profili, antibakteriyel aktivitesi, sitotoksisite ve
imminotoksisitesi degerlendirilmistir. Farkli PCL/CIO oranma sahip yara ortii
malzemelerinin ortalama fiber c¢aplar1 PCL, PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve
PCL/CIO-7.5 igin sirasiyla 0.9+ 0.3 um, 1.2+ 0.2 um, 1.3 +£0.2 umve 1.5+ 0.1 um
olarak belirlenmistir. Uretilen fiber matlarin temas a1 degerleri, yiizey
1slanabilirliginin iyilestigini gosterecek sekilde, CIO eklenmeyen PCL fiber matlara
kiyasla azalmistir. In vitro salim analizi sonucunda tim PCL/CIO fiber matlarda
siirekli ve kontrollii bir CIO salmimi gdzlemlenmistir. Uretilen fiber matlarm
antibakteriyel aktivitesi, gram pozitif ve gram negatif bakteri suslarinda
degerlendirilmis ve saf PCL’ye kiyasla CIO’nun eklenmesiyle antibakteriyel
aktivitenin arttig1 gozlemlenmistir. In vitro sitotoksisite degerlendirmesi sonucunda
iretilen tiim fiber matlarin kontrole kiyasla hiicre canliliginin arttigin ve sitotoksik
etkisinin bulunmadigin1 gdstermistir. Bu tez calismasindan elde edilen bulgular,
CIO yikli PCL elektro-egirilmis fiber matlarin doku miihendisligi ve rejeneratif

tip uygulamalarinda kullanilma potansiyeli oldugunu ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Elektro-egirme, yara ortiisii, ugucu yag, poli(e-kaprolakton),

antibakteriyel aktivite

YILDIZ TEKNiIiK UNIiVERSITESI
FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

Design and Production of Polymeric Wound Dressing
Loaded with Different Plant Extracts

Cem Resat USTUNDAG

Department of Bioengineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Burgin PISKIN

Skin, as the largest organ of the human body, is known as the first protective system
against external threats. Various factors including accidents or diseases such as
burns, and diabetes can cause skin damage. The skin plays a crucial role in
preventing microbial contamination and maintaining homeostasis. Therefore, it is
essential to cover the skin with a wound dressing material that can promote wound
healing after a serious injury. Traditional wound dressings are relatively affordable
and highly absorbent. However, they merely serve as a barrier between the
environment and the wound area, and they lack the ability to promote the healing
process. To promote healing and support the wound area, there is a significant need

for developing functional wound dressings.

Electrospinning is commonly used to produce functional fiber wound dressings
from polymer solutions. Essential plant-based oils that promote wound healing,
such as Calophyllum inophyllum (CIO), can be electrospun with a suitable polymer

to form a fiber wound dressing that promotes the healing process.
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This thesis project carried out the production, characterization, and in vitro
evaluation of poly(e-caprolactone) (PCL) fiber mats loaded with Calophyllum
inophyllum (CI0O) essential oil, aimed to be used as wound dressings. The surface
morphology, dimensional distribution, wettability properties, drug release profile,
antibacterial activity, cytotoxicity, and immunotoxicity of the produced fiber mats
were evaluated. The average fiber diameters of the wound dressing materials with
different PCL/CIO ratios were determined to be 0.9+£0.3 um, 1.2+0.2 um,
1.3+0.2 um, and 1.5+ 0.1 um for PCL, PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5, and PCL/CIO-
7.5 respectively. The contact angle values of the produced fiber mats decreased
compared to PCL fiber mats without CIO, indicating an improvement in surface
wettability. In vitro release analysis resulted in a sustained and controlled CIO
release in all PCL/CIO fiber mats. The antibacterial activity of the produced fiber
mats was evaluated in both gram-positive and gram-negative bacterial strains and
an increase in antibacterial activity was observed with the addition of CIO
compared to pure PCL. In vitro cytotoxicity evaluation indicated an increase in cell
viability for all produced fiber mats compared to the control and no cytotoxic effect
was observed. The findings from this thesis project reveal the potential of CIO-
loaded PCL electrospun fiber mats in tissue engineering and regenerative medicine

applications.

Keywords: Electrospinning, wound dressing, essential oil, poly(e-caprolactone),

anti-bacterial activity

YILDIZ TECHNICAL UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF SCIENCE AND ENGINEERING
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1

GIRIS

1.1 Literatir Ozeti

Deri viicudumuzun en biiyilik organi olarak bilinir ve organizmanin hayatta kalmasi
icin gerekli bir¢ok islevi yerine getirmektedir. Cilt biitiinligiiniin ¢esitli i¢ ve dis
etkenlerle bozulmasi sonucunda farkl1 tipte yaralar olusabilmektedir. Organizmalar
doku yaralanmasma yara iyilesme siireci olarak bilinen dogal bir fizyolojik
reaksiyonla yanit vermektedir [1]. Deri, koruyucu bir bariyer olarak énemli bir rol
oynadig1 igin biitinligiiniin bozulmas: bakteriyel enfeksiyonlar gibi istenmeyen
durumlara neden olabilmektedir. Viicudun kendi kendine doku hasarimnin iistesinden
geldigi dogal yara iyilesme siirecinin bir baska dezavantaji iSe nispeten yavas
iyilesme hizidir [2]. Bu nedenle, hasarli dokuya uygun yara ortiisii uygulayarak yara
iyilesme siirecini desteklemek onemlidir. Yara ortiisii, gerekli nemi saglayarak ve
yaray1l dis hasarlardan koruyarak yara iyilesme siirecinde ¢cok énemli bir rol
oynamaktadir. Ideal bir yara ortiisiiniin yara iyilesme siirecinde etkili olabilmesi
icin sahip olmasi gereken bazi Ozellikler vardir. Bu 6zelliklerden bazilari; yara
oOrtulerinin yara ¢evresindeki nemi kontrol etmesi, gaz iletimini saglamasi, mekanik
korumaya sahip olmasi, biyouyumlu olmasi ve toksik olmamasi gibi 6zellikleri
tagimas1 gerekmektedir. En Onemlisi, ideal bir yara ortiisliniin yara bdlgelerini
enfeksiyonlardan ve mikroorganizmalardan korumasi gerekmektedir [3]. Bu
nedenle yara oOrtiilerinin gelistirilmesi sadece iyilesme siirecini desteklemekle
kalmaz, ayn1 zamanda farkli mikroorganizma enfeksiyonlarina kars1 bir bariyer
gorevi olarak da islev gorirler [4]. Bugiline kadar antibiyotiklerden dogal ajanlara
kadar pek ¢ok kimyasal bilesik yara bolgelerinde olusan bakteriyel enfeksiyonlara
kars1 kullanilmigtir. Ancak biiyiik yara bolgelerine ilag uygulamalarinin zor olmasi
ve antibiyotik direnci gibi sorunlar, farkli tiirdeki yaralar1 tedavi etmek i¢in yeni

yaklagimlar gerekli kilmigtir.

Fitokimyasallar gibi bitkilerden elde edilen dogal iiriinler, yara iyilesmesini
hizlandiracak ilaglarin gelistirilmesinde yiizyillardir kullanilmaktadir. Boyle bir
bitki, polifenoller agisindan zengin olan ve Afrika, Asya ve Pasifik iilkelerinde

bulunabilen Calophyllum inophyllum Linn agacidir. Bu agacin farkli kisimlari
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geleneksel tipta cesitli hastaliklart tedavi etmek icin kullanmilmistir [5]. C.
inophyllum yagi, geleneksel tipta deri ile ilgili romatizma gibi hastaliklar ve cilt
yaniklarini tedavi etmek i¢in kullanilmistir [6]. Arastirmalar, C. inophyllum yaginin
kumarinler, ksantonlar, flavonoidler, steroidler ve triterpenoidler dahil olmak tizere
cesitli biyoaktif bilesikler i¢erdigini gostermistir [7]. Yapilan ¢alismalarda ayrica
C. inophyllum yagimmin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar ve
proliferasyonu engelleyici aktiviteleri gosterilmistir [8]. C. inophyllum yaginin yara
lyilestirici ve antibakteriyel ozellikleri gesitli caligmalarda bildirilmekle birlikte
literatirde bu yagin yara orti malzemelerine entegrasyonu ile ilgili bir calisma

bulunmamaktadir.

Elektro-egirme, elektrostatik kuvvetleri kullanan mikro ve nano o6lgekte bir lif
uretim yontemidir. Bu yontem, basit ekipman kullanarak morfoloji ve kompozisyon
uzerinde kontrole izin verdigi icin son yillarda tercih edilen bir teknik olmustur [9].
Elektro-egirme ile iiretilen lifler iki temel 6zellige sahip olabilmektedir. Bunlar;
yara Orti malzemeleri icin ¢ok 6nemli olan ince gozenekler ve yiiksek temas
yuzeyidir [10]. Ayrica, elektro-egrilmis lif matlar, yaralanma bélgesi icin oksijen
gecirgenligini ve yaranin korunmasimi saglayarak doku onariminin ihtiyaclarini
giderir [11]. Bircok islevsel yararlar1 sayesinde ¢esitli polimerler, biyoaktif yara
ortli malzemelerinin Uretimi icin basarili bir sekilde elektro-egirme teknigi ile ince
lifler haline getirilmistir. Poli(e-kaprolakton) (PCL), yara Ortuleri icin elektro-
egirme tekniginde en kapsamli sekilde kullanilan polimerlerden biridir. PCL lifleri,
mikemmel biyouyumluluk, biyobozunurluk ve mekanik 6zelliklere sahiptir. Bu
benzersiz Ozellikleri onlar1 yara iyilestirme uygulamalari igin uygun hale
getirmektedir [12]. Bu lifler, yaranin iyilesmesi icin nemli bir ortami korurken
yaray1 korumak i¢in disaridan gelebilecek maddelere karsi fiziksel bir bariyer
saglarlar. Ek olarak PCL lifleri, terapdtik ozelliklerini gelistirmek icin blylme
faktorleri veya antimikrobiyal maddeler gibi biyoaktif maddelerle birlikte
yiklenebilir [13]. Elektro-egrilmis lif matlar1 Uretmek icin yaygin olarak kullanilan
bagka bir polimer ise polivinil alkoldur (PVA). PVA lifleri biyolojik olarak uyumlu
ozellikleri ile mekanik dayanikliligi ve biyolojik olarak parcalanabilirligi
gelistirmek icin diger polimerlerle kolayca karistirilabilir. PVA temelli lifler;
yiksek etkinlikte hiicre adezyonunu saglamasi, proliferasyonu desteklemesi ve

ekstraselliiler matriks birikimi gibi 6zellikleri ile yara iyilesmesini desteklemede
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umut verici sonuclar gostermektedir [14]. Son yillarda, kabuklu canlilardan
tiretilen bir biyopolimer olan kitosan temelli elektro-egrilmis lifler de
antibakteriyel dzellikleri ve yara iyilesmesini destekleme yetenekleri nedeniyle lif
matlar1 tretmek icin kullanilmaktadir. Kitosan lifleri, gesitli patojenlere karsi
antimikrobiyal aktiviteye sahiptir ve gelismis hiicre baglanmasi, gogl ve
anjiyogenez yoluyla yara iyilesme surecini hizlandirmaktadir [15]. Tlm bu polimer
ornekleri, biyoaktif yara 6rti malzemelerinin Uretimi icin ince liflere basarili bir
sekilde elektro-egrilmis polimerlerin  genis yelpazesini  gdstermektedir.
Arastirmacilar, elektro-egirme tekniginin ¢ok yonluligi ve ayarlanabilirligi
sayesinde liflerin 6zelliklerini yara iyilesmesinin 0zel gereksinimlerini karsilayacak
sekilde tiretilmesini gergeklestirebilirler. Boylece gelismis 6zelliklere sahip yara

ortu malzemeleri ile klinikte daha etkili sonuglar alinmasi olanakli hale gelecektir.

Cesitli elektro-egrilmis 1lif tlrleri arasinda, polyester lifler biyolojik olarak en
uyumlu, kolayca islenen ve hicreler icin toksik olmayan liflerdir. PCL, yaklasik 60
°C’lik dusiik bir erime noktasina sahip, sentetik ve biyolojik olarak pargalanabilen
bir polyesterdir [16]. PCL biyobozunurlugu ve biyouyumlulugu ozellikleri
sayesinde yara ortusi ve ila¢ salim uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan FDA
onayl bir polimerdir. PCL suda c¢oziinmemesine ragmen cesitli organik
cozicllerde tamamen ¢Ozulebilir. Bu nedenle elektro-egirme islemi sirasinda
dimetilformamid, diklorometan, kloroform ve metanol gibi farkli organik
cozicllerde veya bu ¢ozucilerin bir kombinasyonunda lif iiretiminde kullanilabilir
[17]. PCL’nin uzun degradasyon dongusu ve zayif hidrofilik 6zelligi nedeniyle
kullanimda bazi sinirlamalar: vardir. Bununla birlikte PCL’in bu sinirlamalari
kolayca asilabilir ve bu sayede kullanim alani gelistirilir. PCL tim bu 6zellikleri ile
doku muhendisligi ve elektro-egrilmis yara o6rti uygulamalar: igin olaganusti bir

adaydir.

Bir¢ok ¢aligmada PCL polimerinin elektro-egrilmesi degisen ¢ozlcu sistemleri ve
polimer konsantrasyonlar: ile genis capta rapor edilmistir. Bu parametreler lif
olusumunda ve 6zelliklerinde 6nemli roller oynamaktadir. Bu calismalar, cesitli
elektro-egirme kosullarinin ve formdilasyon bilesimlerinin, yara iyilestirme
uygulamalar: igin arzu edilen O6zelliklere sahip PCL lifleri Uretmek igin
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. Arastirmacilar istenilen 6zellikte lifler

sentezleyebilmek icin polimer konsantrasyonu, ¢6zucu sistemi, akis hizi, voltaj ve
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calisma mesafesi gibi elektro-egirme parametrelerini ayarlayabilir. Bu
ayarlanabilirlik 6zelligi sayesinde elektro-egrilmis PCL lif matlarini istenilen
Ozelliklere gore yara iyilestirme uygulamasinin 6zel gereksinimlerine gore

uyarlamasina olanak tanimaktadir [18].

1.2 Tezin Amaci

Gergeklestirilen tez ¢alismasinin amaci C. inophyllum yagi ile PCL’yi birlikte
elektro-egirerek yara iyilesmesini destekleyecek yeni nesil bir yara Ortii
malzemesinin Uretilmesidir. Bu amagla, farkli konsantrasyonlarda C. inophyllum
yag1 (CIO) i¢eren PCL elektro-egirilmis matlarin iiretimi ve iiretilen fiber matlarin
fizikokimyasal ~ ozelliklerinin  belirlenmesi  ve in  vitro  aktivitesinin

degerlendirilmesi hedeflenmistir.

1.3 Hipotez

Elektro-egirme teknigi kullanilarak farkli konsantrasyonlarda C. inophyllum yagi
(C10) ile yuklenmis PCL lif matlarin hiicreler tizerinde toksik etkilerinin olmamasi,
antibakteriyel Ozellikte olmasi, nem tutma Yyetkinliklerinin yiiksek olmasi ve en
onemlisi yara iyilesme siirecine katki saglayabilecek nitelikte olmasidir. Béylece
klinikte yara iyilesme siirecine katki saglayabilecek, biyobozunur, biyouyumlu ve
farkli yara tipleri icin ayarlanabilir 6zelliklere sahip yeni nesil yara ortulerinin
elektro-egirme teknikleri ile tiretilerek genis alanda kullanimina uygun karaktere

gore tasarlayabilecektir.
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2

GENEL BILGILER

2.1 Deri, Derinin Yapisi ve Fonksiyonlari

“Deri” kelimesi, 6rtmek anlamina gelen Latince integere’den turetilmistir. Deri,
viicuttaki en biiyiik organdir ve yetigkin bir insanin toplam viicut agirliginin
yaklagik %16’sim1 olusturmaktadir. Deri, beynin agirliginin iki kat1 ve yaklasik 3-5
kg agirhigindadir. Derinin kalinligi ise viicudun islevine ve bolgesine gore ¢ok fazla
degismektedir. Ortli sistemi, yiizey ektoderminden ve altta yatan mezenkimden
gelisir. Deri ve uzantilari; sa¢ folikalleri, tirnaklar, yag ve ter bezlerini iceren tlrev
yapilarindan olusur. Deri, viicudu cevresel streslere karsi koruyan, su gecgirmez,
yalitkan bir kalkan gorevi olarak islev goriir. Ayni zamanda enfeksiyonlar: 6nleyen
antimikrobiyal peptidler ve biyolojik etkileri olan hormonlar, néropeptitler ve
sitokinler Uretmektedir. Deri viicut ve ¢evre arasinda bir ara yiiz olarak rol
oynamaktadir [19, 20].

2.1.1 Derinin Yapisi

Deri sahip oldugu fonksiyonlar1 yerine getirebilmek igin epidermis, dermis ve
subkutan doku olarak da adlandirilan hipodermis olmak U(zere (¢ tabakadan
meydana gelir [21]. En distaki tabaka epidermis koruyucu roll olan uzun, iplik
benzeri bir protein olan keratini sentezleme islevi goren keratinositler olarak bilinen
Ozel bir hicreden olusmaktadir. Orta tabaka olan dermis, temel olarak kollajen
olarak bilinen fibriler yapisal proteinden olusur. Dermis, lipositler olarak bilinen
kiglk yag hucrelerinin loblarini igceren subkutan doku veya panniculus Gizerinde yer
alr [22].

2.1.1.1 Epidermis

Epidermis tabakasi baslica keratinositler ve dendritik hiicrelerden olusan skuaméz
bir epitel tabakasidir. Keratinositler, hiicreler arasi kopriilere ve bol miktarda
boyanabilir sitoplazmaya sahip olmalar1 bakimindan dendritik hcrelerden
farklidir. Epidermis tabakasi; melanositler, Langerhans hicreleri ve Merkel
hiicreleri gibi bir dizi bagka hiicre popiilasyonunu barindirir. Ancak Keratinosit

hlcreleri epidermis bolgesinde yer alan hiicre popiilasyonunun g¢ogunlugunu
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olusturmaktadir [19]. Epidermis, Sekil 2.1°de gosterildigi gibi bir dizi katmandan
olusmaktadir. Bu katmanlar en derinden {iste dogru; i) stratum basale (stratum
germinativum olarak da adlandirilir), ii) stratum spinosum veya dikenli hiicre
tabakasi, 1ii) stratum granulosum veya graniler tabaka, iv) stratum lucidum
(parmak uglari, avug ici ve tabanlar) ve v) en (st tabaka olan stratum corneum
olmak iizere bes katmandan meydana gelmektedir [23]. Stratum corneum,
epidermisin en dis tabakasidir ve korneositler olarak da isimlendirilen 6lu
keratinosit yiginlarindan ve hiicreler arasi lipidlerden olusmaktadir [24]. Bu yapi,
su ve suda ¢ozlinen maddelerin giris ¢ikisini engeller. Bununla birlikte bariyer islevi
gordukleri igin kil folikiilleri ve ter kanallar1 gibi cilt uzantilarina sahiptirler. Deri
uzantilari, viicudu mekanik hasarlardan, ultraviyole 1sinlarindan, sicaklik
degisikliklerinden ve kuruluktan korumak igin gorevlidir. Boylece hayvanlar,
bltunleyici stratum corneum deri uzantilarimi gelistirirler. Cok sayida
mikroorganizmanin vicudumuzun yuzeyleriyle ortak bir iliski icinde yasadigi ve
kutandz bagisiklik reaksiyonlarini etkilemektedir [25]. Deri uzantilari stratum
corneum’dan yoksun oldugundan, bu alanlarda canli keratinositlerin yaninda deri
mikrobiyotasi da bulunmaktadir. Bu durum, cilt uzantilarmin immiinolojik olarak
benzersiz noktalar olmasina neden olur [26]. Epidermisin bazal tabakasi (stratum
basale) siirekli yenilendigi i¢in bu derinin tabakalari i¢inde en yiizeysel ve biyolojik
olarak aktif olanidir. Epitel hucreleri, epidermisi 75 ile 150 um derinlige kadar
(avug iglerinde/ayak tabanlarinda 600 pm kalinliga kadar) yogun bir sekilde
paketler [27].
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Sekil 2.1 Epidermisin katmanlarini ve dermisin ana yapilarini gésteren deri
anatomisi [23].

2.1.1.2 Dermis

Derinin dermis tabakasi; dista epidermis ile birlesim yeri ve igte deri alt1 yag ile
smirlt bir alanda yer almaktadir (Sekil 2.1). Dermis, viicudu mekanik yaralanmalara
kars1 koruyan ve 6zel yapilar igeren sert, esnek bir tabakadir. Dermis tabakasi; lenf
damarlarini, sinir uglarini, kil folikiillerini ve bezleri icerir. Oluklar olan rete sirtlar
ile epidermise baglanir. Bu oluk seklindeki yapilar, dermis ve epidermis arasinda
besin aligverisini saglar [20]. Dermis iki retiktler ve papiller olmak Uzere iki
katmandan olusur. Papiller katman epidermisi besleyen sinirleri ve kilcal damarlari
barindirir. Retikiler katman ise kollajen ve elastik lifler igeren giiclii bag
dokusundan olugmaktadir. Dermis derinin biiyiik kismini olusturmakla birlikte
derinin esnekligini, elastikiyetini ve gerilme i¢in dayanikliligi saglar. Viicudu
mekanik yaralanmalardan korur, suyu baglar, termal diizenlemeye yardimet olur ve

duyusal uyaran reseptorlerini icermektedir [28].
2.1.1.3 Hipodermis

Embriyolojik olarak, gebeligin besinci ayinin sonunda, deri alt1 (subkutan) fetal
dokuda yag hiicreleri gelismeye baslamaktadir. Hipodermis diger adiyla derialt:
doku bir yedek enerji kaynagi olarak gorevi gérmektedir. Bunun yani sira alttaki
yapilar iizerinde kayarak hareketliligi saglamaktadir. Hipodermis, dncelikle fibréz
bag dokusu (septa) tarafindan tanimlanan lobiiller halinde diizenlenen
adipositlerden olusur. Sinirler, kan ve lenfatik damarlar septa i¢inde bulunur. Deri

alt1 doku, ekzotropi, biriktirme ve endotrofi biyolojik reaksiyonlar yoluyla enerji
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depolar. Ek olarak deri alti dokusu, aromataz enzimi tarafindan androstenedionu

estrona doniistiiren endokrin bir organ olarak kabul edilir [29].
2.1.2 Derinin Fonksiyonlar:

Derinin birincil islevi organizmanin dis gevre ile etkilesimini saglarken bir yandan
da bariyer gorevi gérmektir. Derinin organizmanin yasami i¢in 6nemli olan tim

asagida listelenmistir [30].

Viicut 1s1sinin diizenlenmesi

Temel viicut s1vi kaybini ve toksik madde penetrasyonunu 6nleme
Viicudu giines 1g1gmin zararl etkilerinden koruma

Toksik maddelerin ter ile atilmasi

Mekanik destek

Duyu organi

Immiinolojik fonksiyon

Hormon sentezi

Yag, su ve D vitamini depolamak

2.2 Yara ve Yara lyilesme Siirecinin Asamalari

Yara, normal anatomik yap1 ve fonksiyonda hasar veya bozulma olarak tanimlanir
[31]. Bu hasar, derinin epitel butunlugiindeki basit bir biitiinliik bozulmasi
olabilecegi gibi tendonlar, kaslar, damarlar, sinirler, parankimal organlar ve hatta
kemik gibi dokular1 etkiyebilecek sekilde derinde olabilir [32].

Yaralarn c¢esitli nedenleri bulunmaktadir. Ameliyat, yaralanmalar, dis etkenler
(6rn. basing, yaniklar ve kesikler) veya diyabet ve damar hastaliklar: gibi patolojik
durumlar nedeniyle kaynaklanabilir [33]. Yaralanma, nedeni ne olursa olsun ve
sekli ne olursa olsun, dokuya zarar verir ve i¢indeki yerel ortami bozar. Bu tlr
hasarlar, altta yatan nedenlerine ve sonuclarina bagh olarak akut veya kronik
yaralar olarak siniflandirilir. Akut yaralar genellikle dizgun ve etkili bir tamir
siirecine tabi tutularak, anatominin ve fonksiyonun siirekli olarak onarilmasiyla
iyilesir. Bunun aksine, kronik yaralar genellikle optimum anatomi ve islevsel
biitiinliige ulasma konusunda basarisiz olurlar. Iyilesme siireci; hastanin ve
¢evresinin niteligi, yogunlugu ve durumuna baglidir ve patolojik siirecler tarafindan
yonlendirilir [34, 35]. Hastanin yas1, damar, metabolik ve otoimmiin hastaliklarin
mevcudiyeti ve mevcut ilag tedavisi gibi sistemik faktorler yara iyilesme siirecini
etkileyebilir. ideal bir sekilde iyilesen bir yara, bir yaralanma sonrasi normal

anatomi, islev ve goriiniimii geri kazanan bir bélgedir; minimum diizeyde iyilesmis
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bir yara, anatominin onarilmasini igerir, ancak kalici islevsel sonuglar ortaya
¢ikmaz. Bu tiir yaralarin tekrar olugsmasi olasidir. Bu iki durum arasinda, kabul
edilebilir diizeyde iyilesmis bir yara, siirdiiriilen islevsel ve anatomi biitiinliigliniin

yeniden diizenlenmesiyle tanimlanir [36].
2.2.1 Yara lyilesme Siirecinin Asamalar1

Yara iyilesmesi bir dizi koordineli olay1 igeren dinamik ve karmasik bir siirectir.
Yara iyilesme sireci birbiriyle ortisen asamalara ayrilmaktadir. Bu asamalar; i)
hemostaz, ii) inflamasyon, iii) proliferasyon ve iv) yeniden yapilanma ve
maturasyon olmak tizere dort adimdan olusmaktadir (Sekil 2.2). Bu slre¢ biyime
faktorleri (Growth factors; GFs) ve sitokinler gibi bir dizi dis ve i¢ uyaran tarafindan

siki bir sekilde dlzenlenir ve bu da hasarli cildin yenilenmesine saglar [2].

(a)
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Damaged ?89,5 .09 \ElégF oxeu Ame 05
cells cxacLl 09 i3 &XCi8 79 “Torp
s 2 ccL2 5 TNFa  PDGF @
Proliferation PDGF TGFa  TGFp
R (e
FGFs VEGF .
(©) HGF, 2o, IL1 wig]®e FGFs (d
L o || @Y Remodeling
Endothelial cells Keratinocytes
<
= >\ :
= S - 1
21— o, L =
= = —r«;\/\";\—é:
—— "v’%:/
= &= e
: Fibroblasts Matrix remodeling
TGF.FGFs, « w FGFs, IGFs, IFNs,
POCF IL-1 /AT T TG VEGE. K. TGFp, POGF. FGF2
TNFa © extracellular matrix MMPs, TIMPs

Sekil 2.2 Yara iyilesmesinin dort asmasi. (a) hemostaz, (b) inflamasyon (c)
proliferasyon ve (d) yeniden yapilanma [37].

2.2.1.1 Hemostaz

Normal yara iyilesme siirecinde hemostaz, yara iyilesmesinin ilk agamasidir ve
yaralanmadan sonraki ilk dakikalar i¢cinde gergeklesir. Bu slre¢ sirasiyla su
asamalar gergeklesir: 1) kan akisini azaltan vazokonstriksiyon; ii) bir trombosit
tikacinin olusumu ve trombositler reseptorleri eksprese eder ve iii) trombosit

tikacinin ¢evresinde bir fibrin pihtisinin olusumu gergeklesir [38] (Sekil 2.2a).
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2.2.1.2 inflamasyon

Pihtilagmadan  sonraki bir saat iginde, polimorfoniikleer notrofiller
(polymorphonuclear neutrophils; PMNS), yaralanmadan sonraki 2 giine kadar yara
yataginda baskin bagigiklik hiicreleri haline gelirler. Bu hiicreler yara bolgesindeki
kalintilar1 fagositize eder ve serbest radikalleri serbest birakarak bakterileri 61diiriir
ve hasarli dokular1 proteazlar araciligiyla parcalanmasini saglarlar. PMN’ler 2 gun
sonra apoptoz gecirirler ya da makrofajlar tarafindan parcalanirlar. Monositler daha
sonra yara yatagina girdikten sonra, fagositoza katilan, birka¢ biiytime faktorii ve
sitokin salgilayan, anjiyogenezi destekleyen ve dolayli olarak graniilasyon dokusu
olusumunu ve yeniden epitelizasyonu uyaran makrofajlara doniisiirler [39] (Sekil

2.2b).
2.2.1.3 Proliferasyon

Proliferasyon fazi, birka¢ giinden haftalara kadar siiren ve yara bolgesini
kiigiiltmeyi hedefleyen bir evredir. Bu evre, epidermal yeniden olusum, damar
olusumu, graniilasyon dokusu gelisimi ve kollajen birikimi ile tanimlanir [40]. ilk
olarak, aktive olmus fibroblastlar yara alanina taginir ve fibrin pithtilarmin yerini
alacak olan hiicre dis1 matriks proteinleri (hiyaliironan, fibronektin ve proteoglikan)
tiretirler. Daha sonra, dokuya dayaniklilik kazandirmak i¢in kollajen sentezlenir.
Bu bag dokusu veya graniilasyon dokusu (tip III kollajenlerin dominant oldugu),
yeni hiicre dig1 matriks dokusunun gelisimi i¢in kan damarlar1 agina eklenen yeni
bir yapisal ¢ergeve islevi goriir. Ayni zamanda, sitokinler yeniden epitelizasyon
olusturur; epitel hiicreleri ¢cogalir (keratinositler) ve yeni bir epidermal bariyer
olusturmak icin yaraya go¢ ederler. Ayrica bu fazda fibroblastlar miyofibroblastlara
farklilasarak proliferasyonu azaltir ve Kkollajen sentezini arttirir, yaranin

kasilmasina neden olur ve yara boyutunu kigultir [41-43] (Sekil 2.2c).
2.2.1.4 Yeniden Yapilanma

Yaranin olgunlagsmasi, yaralanmadan 3 giin sonra baslayabilir. Bu asamada kollajen
matriksin yavas yavas yeniden sekillenmeye basladigi asamadir. Hiicre dis1 matriks
yavag yavag olgun bir skara doniisiir. Burada kollajen yeniden diizenlenir, hiicre
dis1 matrikste tretilen tip 111 kollajen tip I ile degistirilir. Bu doniisiim yaranin
kapanmasiyla meydana gelir. Ardindan yeni kan damarlarmin ve kan akiginin

azalmasi gerceklesir ve ayni sekilde hiicresel bir ortam ve olgun avaskiiler doku
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olusur. Yaranin damar yogunlugu normale doner. Son olarak, cilt gerilme
dayanikliligimi geri kazanir. Yeniden yapilanma asamasinin kritik bir 6zelligi
ekstraselliiler matriksin normal dokuya yaklasan bir mimariye yeniden
bigcimlendirilmesidir [44, 45] (Sekil 2.2d).

2.3 Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Birden fazla faktor yara iyilesme slrecinin bozulmasma neden olabilir. Genel
olarak; yara onarimi etkileyen faktorler lokal ve sistemik olarak kategorize
edilebilir. Lokal faktorler, yaranin 6zelliklerini dogrudan etkileyen faktorlerken,
sistemik faktorler, kisinin iyilesme yetenegini etkileyen genel saglik veya hastalik

durumu ile ilgili faktorledir. Bu faktorlerin ¢ogu birbiriyle iligki icindedir.
2.3.1 lyilesmeyi Etkileyen Lokal Faktérler

Yara iyilesme siirecinde etkili olan bazi lokal faktorler bulunmaktadir. Bunlar;

oksijenasyon ve inflamasyon olmak Uzere iki grupta incelenir.
2.3.1.1 Oksijenasyon

Oksijen; hiicre metabolizmasi, 6zellikle ATP araciligiyla enerji iiretimi igin
onemlidir ve hemen hemen tiim yara iyilesme siiregleri igin kritiktir bir etkendir.
Yaralar1 enfeksiyondan korur, anjiyogenezi indiikler, keratinosit farklilagmasini,
gbclinii ve yeniden epitelizasyonunu arttirir. Ayrica fibroblast proliferasyonunu ve

kollajen sentezini arttirir ve yara kontraksiyonunu destekler [46].
2.3.1.2 inflamasyon

Yara iyilesme siirecinin normal bir pargasidir ve kontamine mikroorganizmalarin
uzaklastirilmasi i¢in onemlidir. Bununla birlikte, etkili bir dekontaminasyonun
yoklugunda mikrobiyal klirens tamamlanmaz ve inflamasyon devam eder. Hem
bakteri hem de endotoksinler, interlokin-1(IL-1) ve TNF-o gibi proinflamatuar
sitokinlerin uzun sireli salinmasini neden olur ve inflamatuar fazi uzatabilir. Bu
devam ederse, yara kronik bir duruma girebilir ve iyilesme siireci gergeklesmez
[47]. Tim faktorlerin yan1 sira yabanci cismin tetikledigi inflamasyon ve damar

yetersizligi de iyilesme siirecini olumsuz etkilemektedir.
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2.3.2 lyilesmeyi Etkileyen Sistemik Faktorler

Yara iyilesme siireci ¢ok karmasiktir ve birbirini etkileyen ¢ok fazla faktor oldugu
icin silirecin i¢indeki lokal faktorlerin yani sira sistemik faktdrlerde siire¢ icinde

etkilidir. Yara iyilesme siirecini etkileyen sistemik faktorler asagida listelenmistir
[2].

Yas ve cinsiyet

Hormonal etki

Stres

Iskemi

Hastaliklar: diyabet, keloidler, fibroz, kalitsal iyilesme bozukluklari, sarilik,

uremi

Obezite

e Ilaclar: glukokortikoid steroidler, non-steroid anti-inflamatuar ilaclar,
kemoterapi

e Alkolizm ve sigara

e Bagisiklik sistemi baskilanmis durumlar: kanser, radyasyon tedavisi, AIDS

e Beslenme durumu

2.4 Yara Yonetimi icin Mevcut Yaklasimlar

Farkli yara tiirleri vardir ve tedavi yaklagimlar1 hastaneye, klinisyene ve saglik
personeline gore farklilik gostermektedir. Cogu yara tedavisi tipi yara Ortl
prensibine dayanmaktadir. Son zamanlarda modern yara ortuleri etkili bir yara
iyilestirme siireci igin tercih edilmektedir ve bu ortuler genellikle farkli 6zellikler
sunacak sekilde yara tiplerine gore tasarlanmaktadir. Ayrica mevcut iriinlerin
heterojenligi, yliksek maliyeti ve standart protokollerin bulunmayis1 gibi sorunlar
nedeniyle klinik uygulamalart sinirli olabilmektedir. Yaranin cinsine gore degisen
yara tedavi uygulamalarinda temelde enfeksiyon igin 6rnek alinmas, yara yataginin
doku kalintilarindan temizlenmesi, transplantasyon, hicre tedavisi, yara Ortisi
uygulamalar1 ve enstrimantal-temelli tedavi gibi cok cesitli tedavi yontemleri
bulunmaktadir (Sekil 2.3). Bu da glnumizdeki yaranin tedavisi icin kullanilan
yontemlerin hicbirinin ideal ve %100 etkili olmadigini gostermektedir. Bu nedenle
yaranin iyilestirmesi siirecinde etkili olabilecek ideale yakin tekniklerin

gelistirilmesi gerekmektedir [48, 49].
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Sekil 2.3 Yara iyilesmesinde kullanilan yontemler [48].
2.4.1 YaraOrtuleri

Yara Ortlleri, yara iyilesme siirecindeki diger faktorlerle birlikte uygun sekilde
uygulandiklarinda iyilesmeyi destekler ve yaranin daha fazla zarar gormesini
onleyen malzemelerdir. Yaranin tipine, derinligine, konumuna ve boyutuna, akinti
miktarina, enfeksiyona ve yaraya tutunmasina gore bir ortl secilir [50]. Yara
orttleri genel olarak Ug kategoriye ayrilmaktadir; i) geleneksel yara oOrtuleri, ii)
pasif yara Ortlleri ve iii) modern yara Ortileridir. Geleneksel yara ortileri (6rn.
pamuklu bandaj ve gazli bez) yaranin icerdigi nemin biyuk bir kismini1 emer. Bu
da yara yuzeyini yogun bir sekilde kurumasina ve iyilesme hizinin diismesine ve
sarginin ayrilmasinda agriya neden olmaktadir. Buna karsilik, yara iyilesme
stirecinde optimum bir kosul saglayabilen modern yara ortiileri arasinda kopiikler,
filmler, hidrokolloidler ve hidrojeller bulunmaktadir. Bu yara ortuleri, daha yiksek
dayanikliliklar1 ve daha diisiik maliyetleri nedeniyle kollajen veya sentetik
malzemeler gibi yliksek oranda biyouyumlu ve biyolojik malzemelere dayanabilir
[51-53]. Ideal bir &rtiide olmas1 gerek en elzem &zellik; yara ara yiiziinde nemli bir

ortam saglamasi ve mikroorganizmalara karsi bir bariyer gorevi gérmesidir.
2.4.2 1deal Yara Ortisii Ozellikleri

Yaralarin iyilestirilmesinde kullanilan modern yara ortiilerinin yapiminda hem

sentetik hem de dogal polimerler yaranin tiirline bagh olarak kullanilabilmektedir.
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Bu malzemelerin, biyolojik olarak uyumlu ve biyobozunur olmalidirlar. Ayrica
yara Ortlist segiminde uygun bir yara drtasuniin mekanik 6zellikleri de g6z 6niinde
bulundurulmasi gerekmektedir. Etkinligi ylksek yara ortlleri, yarayr nemli
tutabilmeli, biyime faktorlerinin ¢ézinmesini saglamal, fibroblast gelisimini
desteklemeli, eksuday1 emip oksijen aligverisi yapabilmelidir [54]. Ayrica ideal
yara ortusiinun antibakteriyel aktivite 6zelligine de sahip olmasi gerekir. Bunlarin
yan1 sira ideal bir yara ortiisii elastik yapida, gerilme-sertlestirme etkileri, direnc
ozelligi ve viskoelastisite 6zelliklerine gore secilmelidirler. ideal bir yara drtiisiiniin

sahip olmasi gereken tim 6zellikler su sekilde 6zetlenebilmektedir [3, 55].

Antibakteriyel/bakteriyel direng 6zellikleri

Kollajen sentezini ve yeniden epitelizasyonu hizlandirmalidir.

Hemostazin tesvik edilmesini saglar.

Agriy1 giderici 6zellige sahip olmasi

Yara yatag1 pH’inin kontrolii

Yeterli esneklige sahip mekanik koruma saglamasi

Yara ylzeyine uygun tutunma ve ayn1 zamanda ikincil hasar1 degistirirken
ve Onlerken graniilasyon dokusuna yapisma olmamasi

e Yara nemini koruma 06zelligi (nemli bir ortam, hiicrelerin ve enzimlerin
aktivitesini arttirir ve graniiler dokunun ¢ogalmasini saglar).

Cok yiksek diizeyde eksuda emilimi (Disar1 sizmanin 6nlenmesi).
Nekrotik doku ve fibrini engellemesi

Su buhar1 ve gaz gecirgenligi

Biyouyumlu ve biyobozunur malzemelerden olusmalari.

Iyilesme siirecini ve graniiler doku olusumunu hizlandirmasi

2.5 Yara lyilesmesinde Dogal Uriinler ve Fitokimyasallar

Dogal olarak elde edilen iiriinler yara iyilesmesinde uzun yillardir kullanilmaktadir,
ancak bu tedavilerin klinik alanda kullanilmali baslangi¢ asamasindadir. Bu
iriinlerin ¢esitli avantajlar1 vardir. Biitiin bitki ekstraktlar1 veya dogal olarak olusan
maddeler; antioksidanlar, antimikrobiyaller, anti-inflamatuar maddelerdir. Bu
fitokimyasallar yeniden epitelizasyon ve kollajen olusumu destekleme gibi cok
sayida yardimci kimyasal igerebilmektedir. Bu da bitkisel ekstraktlarin yara
iyilesmesi i¢in sinerjistik bir etkiye sahip olabilmesi anlamina gelmektedir. Dogal
tirtinlerin ¢ogu bazi sentetik molekiillere kiyasla giivenli kabul edilir ve geleneksel
tedavilerden ¢cok daha ucuz olabilir [56]. Bununla birlikte, bitki ve dogal olarak elde
edilen maddeler, tahris ve alerjik asir1 duyarlilik dahil olmak {izere yan etkilere

sahip olabilir [57, 58].
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Bircok bitki bazli ekstraktlar veya izolatlar, genellikle tim iyilesme sirecini
iyilestirmek icin birlikte calisan cesitli mekanizmalar yoluyla doku
rejenerasyonunu desteklemektedir. Son yillardaki ¢alismalarda bitkilerin gogunun
etkinligi, etki mekanizmalariyla birlikte iyi bir sekilde rapor edilmistir. Bu nedenle,
dogal urunler ve bunlarin saf bilesikleri, aralarinda yara iyilesmesinin de bulundugu
cesitli hastaliklarin tedavisi icin gelismekte olan alternatif tibbi bilesikler
kaynagidir. Sekil 2.4’te gosterildigi gibi yara iyilesmesinde yaygin olarak
kullanilan bircok bitki kaynakl tibbi Grtin gosterilmektedir [59].

Farkli bitki kaynaklarindan alkaloidler, saponinler, terpenler, ugucu yaglar,
polisakkaritlerin ve polifenoller gibi dogal tiriinlerin in vitro yara iyilestirme ve
doku yenileme 6zellikleri agisindan degerlendirilmistir. Ancak bu etkiler, biyolojik
sistemleri igeren bircok faktor nedeniyle in vivo degerlendirmeler sirasinda
degisebilir ve bunlarmn arastirilmas: gerekmektedir [60]. Mekanistik olaylarin artan
aragtirmalar1 sayesinde, polifenolik bilesiklerin, inflamatuar tepkileri kontrol
ederek ve modiile ederek yara iyilesmesinde terapotik ajanlar oldugu
dogrulanmstir. T1bbi bitkilerde bulunan triterpenoidler, zerdegaldan elde edilen bir
polifenol olan kurkumin vb. gibi birgok fitokimyasalin, fibroblast proliferasyonunu
ve/veya kollajen tretimini tesvik ederek homeostaz, yeniden epitelizasyon ve
rejenerasyonda anahtar faktorler oldugu bulunmustur. Yara oOrtiilerindeki
karotenoidler, flavonoidler ve triterpenoidler oksidatif stresi inhibe eder ve
antioksidan aktiviteyi desteklemektedir [61-63].
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Sekil 2.4 Yara iyilesmesinde kullanilan primer biyoaktif fitokimyasal yapilar [59].

2.6

Fitokimyasallarin Yara lyilesmesindeki Mekanizmalar: ve

Potansiyel Simirlamalar

Dogal Urlnlerin yara iyilestirme tedavilerindeki potansiyelinde yer alan ana

mekanizmalari; antioksidan, anti-inflamatuar ve antimikrobiyal aktivitelerdir. Hem

in vitro hem de in vivo bircok ¢alismada, bu 6zelliklerin ikiden fazlasina sahip dogal

bilesikler igeren bitki ekstraktlarinin sonuglarinin gosterilmesi, onlar1 gelecekteki

arastirmalarin hedefi haline getirmektedir.

Yapilan caligmalarda, dogal Grlnlerin yara iyilestirme aktivitelerini sergiledigi

ancak etkili bir konsantrasyonlar konusunda fikir birligi bulamamistir. Hem ugucu

yaglar hem de polifenoller; kimyasal yapilari, biyoyararlanimlari ve yara bolgesine

verilis yollar1 ile ilgili olarak bu 6zelliklerle iliskilendirilmistir. Ayrica bitkilerde

sekonder metabolizma tarafindan biyotik ve abiyotik streslere karsi korunmayi

amaclayan ucucu yaglar ve polifenoller gibi dogal Grunler Gretilir [64, 65].
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Dolayisiyla bu molekillerin bitkilerdeki icerigi ve dagilimi bircok faktére bagl
olarak degisebilmektedir. Sonu¢ olarak, bitkilerden elde edilen formulasyonlar,
fitokimyasal igeriklerini degistirebilir ve bu durumda biyoyararlanimlarini ve
biyoaktivitelerini temelde etkileyecektir. Bu nedenle iki noktanin ¢alisilmasi
gerekmektedir. Bunlar; i) her bitki tlriinde yara iyilestirme etkilerinden sorumlu
ana bilesiklerin tanimlanmasini ve formulasyonlarin bu molekiller kullanilarak
tasarlanmasini gerekmektedir ve (ii) bitki kullanimina ihtiyag¢ varsa bazl: kontrollu
urunler, bitki turlerinin fitokimyasal icerigi tGzerindeki biyotik ve abiyotik stresin

etkisini en aza indirmek icin gelistirilir [60].

Fitokimyasallarm kullanimint sinirlayan blyuk zorluklardan biri, kiglk oranlarda
bulunduklar: icin dusiik ekstraksiyon verimleridir, bu nedenle endustriyel
kullanimlarinda seri olarak tretmek i¢in yiksek hacim gereklidir. Arastirmacilarin
karsilagtig1 biiyiik zorluklardan bir digeri de suda ¢6ziiniirliikleri ¢ok diistik oldugu
icin, metabolitleri bitki dokularindan ¢ikarmak isleminde ve siireglerde lipofilik,
hidrofilik veya orta polariteye sahip (aseton, diklorometan, etil asetat) ¢ozlctlerin
kullanilmasmin gerekligidir. Fitokimyasallar1 ¢ézmek igin; heksan, metanol ve
diklorometan gibi toksik ¢oziiciilerin kullanilmasi uygulamalarini sinirlamaktadr.
Vakum destekli konsantrasyon veya liyofilizasyon ile uzaklastirilsalar bile bu

gOzuculer tahrise ve sitotoksisiteye neden olurlar [66].

Flavonoidler ve terpenler gibi bu metabolitlerin bazilar1 1s1tya dayaniklidir. Uretim
siirecinde bozunabilir veya biyotransformasyona ugrayarak istenmeyen bir etki
gosterebilir veya hedeflerine ulagamayabilir. Bu nedenle, bu metabolitler, kolay
dahil edilmelerine ve stabilitelerine izin veren termal olmayan islemler sirasinda
eklenmelidir. Ayni sekilde, iiriinle etkilesime girmeyen inert yardimc1 maddeler
kullanirlar; bilesiklerin son kullaniciya ideal konsantrasyonda ulasmasi igin

ambalajin UV 15181, nem ve yabanci maddelerden korunmasi gerekir [67].

Bunlara ek olarak fitokimyasallarin zayif biyoyararlanimi, yiiksek intrinsik
aktiviteleri, zayif emilimleri, hizli metabolizmalar1 ve viicuttan hizh
eliminasyonlar1 ve temizlenmeleri de onlarin kullanimi smirlamaktadir [68].
Fitokimyasallarin molekiiler hedeflerinin ve mekanizmalarinin basarili bir sekilde
aydinlatilmasi ve bu sorunlar1 agmak igin; lipozomlar, miseller, nanopartikiller ve

fosfolipid kompleksleri dahil olmak lzere gesitli tasiyici sistemlerin gelistirilme
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gerekir. Bu biyouyumlu tasiyict sistemleriyle kapsullenerek verilmesi ile
fitokimyasallar bir¢ok alanda daha etkili bir sekilde kullanilabilir [69, 70].

2.7  Calophyllum inophyllum Linn. Agacinin Genel Bakisi ve
Tibbi Kullamimlari

2.7.1 Calophyllum inophyllum Linn. Agaci

Calophyllum inophyllum’un adi Yunanca giizel ve anlamli Phullon yapraklari
anlamina gelen Kallos kelimesinden alimmustir. Calophyllum inophyllum Linn.
agac1 Ozellikle Melanezya ve Polinezya’da Hint ve Pasifik Okyanuslarinin
kiyilarinda yaygin olarak yetismektedir [5]. Calophyllum inophyllum Linn. bir tir
mangrov bitkisidir. Calophyllum inophyllum Linn., eliptik yapraklar, hos kokulu
beyaz ¢igekler ve orta ila bilyiik yaprak dékmeyen bir agactir [71] (Sekil 2.5). C.
inophyllum ¢ok yonli bir bitkidir. Bu bitkinin yaprak, kok ve meyve gibi tim
kisimlarinin insanlar i¢in faydali olduguna dair caligmalar bulunmaktadir.
Agacmin, kabugunun ve tohumunun faydasi; sirasiyla bitki koruma, kereste ve

kereste olmayan orman iiriinleri ve bitkisel yag kaynagidir [72].

Sekil 2.5 C. inophyllum bitkisinin parcalar: [72].

2.7.2 Tibbi Kullanim Alanlar:

C. inophyllum bitkisinin ¢esitli bitki boliimlerinden yapilan (tohum, yaprak vb. gibi)
ekstraksiyon ¢aligmalarinda tanimlanan bilesiklerin ksanton tiirevleri, kumarinler,

flavonoidler, benzodipiranonlar, triterpenoidler ve steroidler dahil olmak Uzere

34



oldukea cok cesitli oldugu saptanmistir. Bu da farmasoétik alaninda kullanmak igin

onlar1 ¢okK iyi bir aday yapmaktadir [72, 73].

Girardi ve ark., Marquesas bolgesinde yaptiklari bir arastirmada C1O’ya dayali pani
temanu adl bir topikal Grlintn; kasinty, cilt alerjisi, yaniklar ve hafif yaralar gibi cilt
hastaliklarin1 tedavi etmek igin kullanildigint bildirmislerdir [74]. Patil ve ark.
yaptiklart bir ¢caligmada CIO’dan izole edilen bilesiklerin HIV-1’e kars1 gicli
aktiviteye sahip oldugunu saptamislardir [75]. Said ve ark. yaptiklar1 bagka bir
calismada, CIO’nun hem UV absorpsiyonu hem de antioksidan 0Ozellikler
gosterdigini tespit etmislerdir [76]. Birlikte ele alindiginda, bu yara iyilestirme ve
antibiyotik Ozellikleri, CIO’yu hastalar: tedavi etmek icin alternatif bir terapotik

strateji olarak degerli bir aday haline getirmektedir.

Farmasotiklerde olarak calismalarda aday olabilecegi fonksiyonlar1 asagida

listelenmistir.

e Antikanser
anti-HIV
antiviral
antitimoral
anti-inflamatuar
antimikrobiyal
antineoplastik
antiplatelet
antipsikotikler
antioksidan
anti-aging
antisitma
antikoagtlan
analjezik

ajanlar gibi sagliga faydalar1 rapor edilmistir [72].

2.8  Calophyllum inophyllum Linn. ve Yara Iyilesmesi icin

Potansiyel Faydalar

Calophyllum inophyllum’un tohumlarindan elde edilen yag; yanik, yara izi ve
enfekte yaralardan dermatoz, Urtiker, akne, sedef, ucuk ve egzama gibi cilt
hastaliklarina kadar ¢ok cesitli cilt yaralanmalarini tedavi etmek i¢in geleneksel
olarak topikal olarak kullanilmaktadir. C. inophyllum’dan izole edilen bir¢ok

bilesigin anti-inflamatuar, anti-koagiilan ve anti-mikrobiyal aktiviteleri oldugu
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bildirilmistir [77]. Ornegin; Nguyen ve ark. yaptiklar1 bir calismada C.
inophyllum’dan izole edilen kalofiloliti fare modelinde yara iyilesmesi iizerine
analiz etmislerdir. Elde ettikleri sonuclara gore anti-inflamatuar aktivite
mekanizmalar1 yoluyla yara iyilesme siirecini hizlandirdiklar1 ve inflamatuar

sitokinlerin diizenlenmesinde rol oynadiklar1 tespit edilmistir [6].

2.9 Yara Ortisu Uygulamalarn icin Elektro-Egirme Yontemi

Elektro-egirme teknigi yiiksek elektrik potansiyelleri araciligiyla siirekli ultra ince
lifler iiretmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bir polimer lifi olusturmak icin bir
siringa ucundan ekstriizyon {izerinde kuruyan, elektrik yUklu bir polimer ¢ozeltisi
jeti olusturmak igin yiiksek voltaj gerektirmektedir. Elektro-egirmenin ana bilesen
unsulart; her ikisi de normalde topraklanmig olan yiiksek voltajl bir gili¢ kaynag,
diize ile bir siringa, bir siringa pompasi ve bir toplama plakasi veya bir doner
kolektdrdir. Diize, siringaya bagli bir kilcal ignedir ve siringa pompasi kullanilarak
diize boyunca sabit bir oranda akitilabilen polimer soliisyonu saglamaktadir.
Yiiksek voltaj uygulandiginda zaman elektrik yiikii metalik igne araciliiyla
polimer cozeltisi boyunca hareket ederken egirme islemi baslar. Bu durumda,
diizenin u¢ kisminda asili polimer ¢ozelti damlasi elektrostatik olarak yiiklenir ve
indiiklenen ytikler ylizey iizerinde esit olarak dagilir. Bu, cozelti icinde bir
kararsizliga neden olur. Bu durumda polimer damlacigi iizerinde yiiklerin
indiklenmesine neden olmaktadir. Damlacigin yiizey gerilimi normalde dengede
bir kiire olusturur, ancak toplayici yiikleri ¢ektigi i¢in elektrik alan tarafindan
bozulur. Elektrik alanindaki tamamlayict bir artig, kiiresel damlacigin deforme
olmasina ve Taylor konisi olarak bilinen konik bir sekil almasina neden olur.
Elektrik alan, itici elektrik kuvvetinin yiizey gerilimi kuvvetini yendigi kritik bir
degere ulastiginda, Taylor konisinin ucundan bir ¢ozelti jeti firlatilir. Sivi jet sarj
edilir ve yoriingesi elektrik alan1 tarafindan kontrol edilir. Cozeltiye uygulanan
yuksek voltaj, ¢cozelti boyunca yiik dagilimina sahip bir omik akima ve yiklerden
etkilenmeyen tekdiize bir elektriksel iletkenlige neden olmaktadir. Diize ucundan
¢Ozeltinin puskartilmesinden sonra, omik akim agirlikl olarak konvektif bir akima
gecer. Yuklerin karsilikl itilmesi, yuzey gerilimine kars: ¢ikan bir kuvvet Uretir ve
son olarak, polimer ¢ozeltisi elektrik alan yonunde akar. Ultra ince lifler, optimize

edilmis bir mesafeye yerlestirilmis metalik bir toplayici Uizerinde toplanir ve yukler,
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elektro-egirme ucundan hedefe, lifin biriktirilmesi yoluyla tasinir [78-80] (Sekil
2.6).

; E Polymer
Syringe :\J solution
1 Needle
High Vpltage
Power Supply Polymer

w fiber

Rotating Metal
Collector

Sekil 2.6 Elektro-egirme siireci [78].

Vicutta meydana gelen kiigiik 6lgekli yaralar hizla iyilesirken; blyuk 6lgekli veya
tam kat yaralar (yaniklar, diyabetle ilgili yaralar) onarilabilir hiicrelerin gdécune,
proliferasyonuna ve olgunlagsmasina yardimci olmak icin yapi iskeleleri ihtiyag
vardir. Yara iyilesmesinin yani sira, anti-inflamasyon, skar olusumu ve cilt
kanserine yol acan durumlarin zamaninda ¢6ziilmesi gerekmektedir. Bu, yaralarin
daha hizli iyilesmesi elektro-egirme teknigi kullanilarak {iretilen nanolifler
tarafindan kolaylastirilmigtir [81, 82]. Yara ortii tasarimlarinda elektro-egirme
tekniginin kullanilmast sentezlenen liflerin  gozenekli yapilari, nakledilen
hiicrelerin barinmas1 i¢in ek yapisal alan saglayabilmeleri, hiicre gociinii ve
cogalmasim1 tesvik edebilir olmast ve oksijen gibi gazlarin degisimini
saglayabilmeleri ve atik ¢ikisini artirabilir olmalar1 nedeniyle yara yonetiminde
siklikla kullanilan bir tekniktir. Sepet drgiist benzeri kollajen modellerini taklit
eden tipik topografyasina sahip bu nanolifler, onarilabilir hiicrelerin gogiinii ve
sizmasini hizlandirmak igin {iretilirler. En 6nemlisi bu liflerin oryantasyonu, yara
iyilesme siirecini hizlandirmada Onemli bir rol oynamaktadir. Nanolif yap1
iskelelerinin kiigiik gbzenek boyutu, iyilesme siireci boyunca dehidrasyonu ve yara
enfeksiyonunu onleyebilirler. Ek olarak, elektro-egrilmis nanoliflerin ayarlanabilir

mekanik 6zellikleri, doku miihendisligi greftleri ile ana doku arasindaki mekanik
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tutarlilig1 koruyabilir ve yaranin implantasyon sirasinda blzllmesini 6nleyebilir
[83, 84].

2.10 Elektro-Egirme Yontemini Etkileyen Parametreler

Elektro-egirme tekniginde slre¢ kontroli tipik olarak, belirli bir amaca uygun
ozelliklere sahip liflerin elde edilmesini saglayan c¢alisma kosullarinin
tanimlanmasi1 temeldir. Liflerin morfolojisini etkileyen bir¢cok faktor vardir ve
bunlar bir elektro-egirme lif veya nanolif matlarin1 tretmek icin birlikte uyum
icinde ¢aligir. Elektro-egirme liflerin morfolojisini etkileyen parametreler; slirecle
ilgili parametreler, ¢cozelti parametreleri ve gevresel parametreler olarak t¢ gruba
toplanabilir [85, 86].

1- Sdreg parametreleri

Elektrik alan guci
Akis hizi
Igne-kolektor mesafesi
Kolektor ve igne Cesitleri
2- Cozelti parametreleri

Molekiiler Agirlik ve Polimer Konsantrasyonu
Yuzey gerilimi
[letkenlik/Yiizey Yiik Yogunlugu

3- Cevresel parametreler

Nem
Sicaklik

2.11 Elektro-Egirme Yonteminde Kullanilan Polimerler

Elektro-egirme teknigi ¢esitli uygulamalarda kullanilmak tizere nanolifler ve lifleri
uretmek Uzere ¢ok cesitli polimerleri isleyebilmektedir. Elektro-egirme teknigi ile
kullanilan polimerler; sentetik, dogal veya karisik polimerler olarak kategorize
edilebilir. Genel olarak; dogal polimerlerden yapilan elektro-egrilmis nanolifler ve
mikro olgekli lifler, ekstraselliler matriksin fizikokimyasal 6zelliklerini kopyalar.
Dogal polimerler; lipitler, proteinler, nukleik asitler ve polisakkaritler vb.’den
olusmaktadir. Tip alanindaki ¢aligmalarda dogal polimerler, sentetik polimerlerin

aksine iistiin biyouyumluluk ve diisiik immiinojenisite gostermistir. Dogal
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polimerler, glisin ve aspartik asitte oldugu gibi, onlar1 doku miihendisligi
teknolojisi icin gucli bir aday yapan benzersiz bir protein diizenlemesine sahip
olduklarindan, hiicrelere dogal bir yakinlik afinitesine sahiptirler. Ipek fibroin,
kollajen, elastin, kazein, selliloz asetat, jelatin, kitosan, kitin, fibrinojen, vs.’den
olusan dogal polimerler, elektro-egirme ¢alismalarinda siklikla rapor edilmektedir.
Dogal polimer bazli doku yapr iskeleleri, klinik ortamlarda daha iyi islev goriir.
Bununla birlikte; sentetik polimerler, dayaniklilik ve viskoelastisite gibi Gstln
mekanik Ozellikleri ve daha yuksek biyolojik bozunma oranlar1 nedeniyle dogal
polimerlerden daha avantajlidir. Tibbi uygulamalarda, polilaktid, poliglikolit ve
poli(e-kaprolakton) (PCL) gibi sentetik polimerler siklikla hidrofobik biyolojik
olarak parcalanabilen polyesterler olarak elektro-egirme tekniginde lif yapiminda
kullanilmaktadir [87-89].

2.11.1 Yara Ortiisii Uygulamalar icin Poli(s-kaprolakton) Kullanmanin

Avantajlar1 ve Smirlamalar

Poli(e-kaprolakton) PCL, kristallesme derecesine baglh olarak -62 °C cam gecis
sicaklhigina ve 55-60 °C erime noktasina sahip alifatik lineer bir polyesterdir (Sekil
2.7). Biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, biikiilebilirligi, yiksek dayanikliligi ve
disiik maliyetli bir sentetik polimer olmas1 nedeniyle genellikle nanolifleri Gretmek

icin ana bilesen olarak kullanilmaktadir [90].

/(/\/\/ﬁ‘/"}:

0

PCL
m.p. 55-60°C
T, -62°C

Sekil 2.7 Poli(e-kaprolakton)’nun yapis1  [90].
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PCL’nin uygulamada kullanimda bazi dezavantaji bulunmaktadir. Bunlar; zayif
1slanabilirlik, hiicreye baglanma sorunu ve malzeme ile kontrolsiiz biyolojik
etkilesimler ile sonuclanan hidrofobik dogasidir. Orta derecede hidrofiliklige sahip
ylizeyler, zayif hiicre baglantisina sahip hidrofobik veya c¢ok hidrofilik yiizeylerin
aksine, dogal yapilarii korurken yeterli miktarda proteini emebilir. Bu sorunu
gidermek i¢in ylizey modifikasyon teknikleri, mevcut yiizeyi degistirerek veya
farkli bir malzeme ile kaplayarak ylizeyin kimyasal ve/veya fiziksel 6zelliklerini
degistirebilir. Bunun yani sira, islevsel gruplarin yoklugu nedeniyle, PCL genellikle
diger polimerik malzemelerle veya antibakteriyel maddeler gibi yara Ortusi gibi

dogal malzemelerle birlestirilerek kullanilmaktadir [91, 92].

2.11.2 Poli(e-kaprolakton) temelli Yara Ortiileri ve Ozellikleri ile lgili

Ornekler

PCL; bozunma {iizerindeki ¢evresel etkiyi en aza indiren, yaygin olarak kullanilan
biyouyumlu ve parcalanabilir bir polimerdir. PCL, bikulebilme 6zelligi ve mekanik
dayaniklilig1 nedeniyle yara Ortlisinde uygulanan FDA onayli bir malzemedir.
PCL’in yara Ortiisii olarak kullanimini ve Ozelliklerini arastiran bir¢ok ¢alisma
bulunmaktadir [93]. Chen ve ark. 3D 0Ozellikte PCL elektro-egrilmis nanolif
tasarlamiglardir. Nanolifler (zerine yiiklii kemik iligi kaynakli mezenkimal kok
hlcreler; doku gelisimini, anjiyogenezi ve gelismis kollajen (Coll) birikimini
sagladigi tespit edilmistir. Ayrica ¢alismada; PCL-nanoliflerin doku olusumuna
katkida bulunmak i¢in M1 makrofajlarmi ve pro-inflamatuar sitokinlerin
olusumunu engelledigi, M2 makrofajlarii ise aktive ederek anti-inflamatuar
sitokin Gretimine yol ac¢tig1 gosterilmistir. Bu zar iskele yapisi boylece bagisiklik
sistemini destekler ve yara iyilesmesini kolaylastirir [94]. He ve ark.’larit PCL ve
Kitosan (CS)-asili polianilin (QCSP) polimer ¢6zeltinden elektro-egirme islemi ile
nanolifler iretmislerdir. Bu nanoliflerin; antibakteriyel, anti-oksidan, gerilme
yetkinligini ve elektriksel aktiviteye sahip oldugunu rapor etmislerdir. Fare derin
yara modelindeki analizlerde nanolifin yara Ortust olarak iyilesme siirecini nemli
6l¢iide hizlandirdig: bildirilmistir [95]. Benzer baska bir ¢alismada Ramalingam ve
ark.’lar1 ikincil yaniklarin tedavisi icin ¢ok islevli bir yap1 iskelesi olarak antibiyotik

minosiklin ve bitkisel 6zler igeren bir koaksiyel elektro-egrilmis cekirdek-kilif
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nanolif membran hazirlamak icin bir polimer tasiyici olarak PCL/jelatin
kullanmislardir. Cekirdek-kilif yapisinin, biyolojik olarak aktif bilesenlerin strekli
salinimini destekledigi ve gucll antibakteriyel aktivite gosterdigi, cilt hicrelerinin
cogalmasini ve yayilmasini destekledigini tespit etmislerdir [96]. TUm bu
caligmalar bize PCL’in yara Ortiisii olarak kullanilmasinin terapGtik agidan 6nemini

gOstermektedir.
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3

MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Bu tez ¢alismasinda kullanilan tum cihazlar Tablo 3.1°de modellerini icerecek

sekilde listelenmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan cihazlar

Biyoguvenlik Kabini
Elisa Reader

Hassas Terazi

UV-Vis Spektrofotometre
pH metre

Distile Su Cihazi
Santrifiij Cihaz1
Ultrasonik Su Banyosu
Manyetik Karistirict
Vorteks

Steril siringa

Cihazlar Model/Marka

Inverted Mikroskop Olympus CKX41

Elektrospining Cihazi Electro

CO; inkiibator Biosan ES20

Sonikator Bandelin Sonoplus

Liyolifilizator Biobase

Zeta Sizer Malvern ZEN 3600 Nano ZS
FT-IR Perkin Elmer Spectrum One
Otoklav Hirayama

Isiticili Calkalamali Su Banyosu Witeg

Calkalayici Biosan Environmental Shaker ES20
Mini Santrifiij Cihazi Hermle Z 206 A

S1vi Azot Tank1 International Cryogenics, Inc. 20R

Hedlab XPROII

BioTek PowerWave XS2
Shimadzu

Shimadzu UV- 1800
Hanna

Sartorius Arium Pro
Beckman Coulter Allegra X-30 R
Bandelin Sonorex
Variomag Mono

Velp Scientifica

Set Medikal
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3.1.2 Cahsmada Kullanilan Saf Malzemeler

Bu tez ¢calismasinda kullanilan saf malzemeler Tablo 3.2°de gosterilmistir.

Tablo 3.2 Calismada kullanilan saf malzemeler

Calophyllum inophyllum yag
Thiazonyl Blue Tetrazolium
Bromide %98 (MTT)

IL—1 beta Human ELISA Kit for
interleukin—1p.

Tripan Mavisi

Sodyum Klorur

Disodyum Fosfat Dihidrat
L-glutamin 200 mM

Fetal Sigir Serumu (FBS)
Penisilin / Streptomisin
Tripsin-0.25% EDTA
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

RPMI-1640 medium

DMSO (Dimetilsiilfoksit)
PBS

Luria-Bertani (LB) Broth
K>HPO,

NaH>PO4

NaHCO3

Saf malzemeler Marka
PCL Sigma-Aldrich
Dichloromethane (DCM) Merck
N,N dimethyl formamide (DMF) Merck

EuropeVital Herbal

Sigma Aldrich/M5655

Thermo Fisher

Sigma Aldrich/T8154
Sigma Aldrich/13423
Sigma Aldrich /04272
Gibco/1881732
Gibco/08G5259K
Sigma Aldrich/P4333
Sigma Aldrich/T4049

Thermo Scientific/11965084
Sigma Aldrich/R8758
Sigma Aldrich/D2650
Gibco/10010023

Sigma Aldrich/L2897
Sigma Aldrich/P3786

Sigma Aldrich/S0751

Sigma Aldrich/S5761

3.1.3 Cahsmada Kullanilan Hiicreler

Elektro-egrilmis lif matlarinin hiicreler tizerindeki etkileri incelemen in in vitro

deneyler gergeklestirilmistir. Caligmada yer alan hicrelerin listesi Tablo 3.3’ de

gosterilmistir.
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Tablo 3.3 Calismada kullanilan saf malzemeler

Cahsmada kullanilan hicreler

NHDF (normal human dermal
fibroblasts; normal insan deri
fibroblast hiicre hatt1)

Esherichia coli

Staphylococcus aureus

L929 (Fare fibroblast hiicre hatt1)

THP-1 (Insan monosit hiicre hatt1)

ATCC-PCS-201-012
ATCC-ATCC25922
ATCC-ATCC25923
ATCC-CRL-6364

ATCC -TIB-202

3.14 Cahsmada Kullanilan Sollsyon ve Tamponlar
3.1.4.1 PBS Hazirlama (pH=7.4)

0,01 mol/L’lik PBS hazirlamak i¢in asagidaki oranlara gére NaCl, NaH2PO4 ve
Na2HPO4.2H20 hassas tartida tartilip bir cam siseye konulmustur. Siseye 500 ml
distile su eklenip manyetik karistirictda homojen bir PBS c¢0zeltileri edilinceye
karistirma islemi uygulanmistir. Ardindan elde edilen tamponun pH degerini 7,4’¢
getirmek icin HCI ve/veya NaOH eklenerek pH degeri ayarlanmistir. Steril bir sureg

isteyen islemde kullanilacak olanlar otoklava konulup steril edilmislerdir.

NaCl = 0,292 g

NaH2PO4=0,6 g

Na2HPO4.2H20 = 0,889 g

3.1.4.2 DMEM Besiyeri Hazirlama

NHDF hicrelerin ureyebilmesi igin gerekli biiyiime faktorlerini iceren ortami
hazirlamak i¢in; DMEM hazir besiyerine 100 pg/mL penisilin-streptomisin, %1 L-
glutamin ve %10 FBS eklenmistir. Hazirlanan besiyeri kullanilacagi zamana kadar

+4°C’de muhafaza edilmistir.
3.1.4.3 RPMI Besiyeri Hazirlama

THP-1 hucrelerin Ureyebilmesi icin gerekli ortami hazirlamak i¢in; RMPI hazir
besiyerine 100 pg/mL penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin ve %10 FBS
eklenmistir. Hazirlanan besiyeri kullanilacagi zamana kadar +4°C’de muhafaza

edilmistir.
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3.1.4.4 Hiicre Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Insan hiicre hatlarinmn (NHDF ve THP-1) sonraki ¢alismalar i¢in canliliklarinin
korunmast i¢in yapilmistir. Dondurulmasi islemine baslanmadan 6nce FBS: DMSO
(9:1v/v) oraninda dondurma soliisyonu hazirlanmigtir. Soliisyon dondurma

islemine kadar -20 °C’de saklanmustir.
3.1.4.5 MTT Soliisyonunun Hazirlanmasi

Sitotoksisite testlerinde kullanilacak MTT soliisyonu deney dncesinde 3 mg MTT
ajan1 hassas tartida tartilmistir. Ardindan 5 ml PBS icerisinde ¢Ozdurlup
vortekslenmistir. Ardindan 0,22 pum’lik hiicre kiiltiir filtresinden gegirilmistir.
MTT’nin yapis1 1siktan etkilenebildigi i¢in kullanima kadar folya ile sarilip

karanlikta +4°C sicaklikta muhafaza edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Elektro-egirme Yontemi ile Lif Matlarinin Sentezi

PCL lif matlar icin elektro-egirme soliisyonu, PCL’nin (%10, w/v) DCM:DMF
(80:20 (v/v)) icinde karistirma kosullar1 altinda c¢oziilmesiyle hazirlanmistir.
Calophyllum inophyllum yag yiiklii PCL ¢6zeltileri, hazirlanan polimer ¢6zeltisine
farkli konsantrasyonlarda (%2.5, %5 ve %7.5 (v/v)) CIO ilave edilerek
hazirlanmistir. Daha sonra elde edilen soliisyon oda sicaklifinda 1 saat tamamen
eriyene kadar kuvvetlice karistirilmistir. Elektro-egirme islemi, 24 °C sicaklik ve
%25 bagil nem sabit kosullar1 altinda gergeklestirilmistir. Oncelikle PCL soliisyonu
iceren 20 G igneli plastik bir siringa sentez igin siringa pompasina yerlestirilmistir.
Siringa pompasini 0.5 ml/saat hizina ve igne ucu ile donen kolektor arasindaki
mesafe 13 cm olarak ayarlanmistir. Elektro-egirme islemi siringa ucuna +14 kV
voltaj uygulanarak baslatilmistir ve iki saat sonunda akim uygulamasi
sonlandirilmistir. Elektro-egrilmis lifler, kayan bir tablaya yapistirilmis bir 80 mm
capli ve 800 £+ 50 rpm hizinda dénen silindir bir kolektérde toplanmustir. Bu
merdane, 0.05 mm kalinliginda aliiminyum folyoya sarilarak, lif biriktirme igin bir
alt-tabaka saglamistir. Uretilen membranlar kullanilincaya kadar +4 °C’de

karanlikta saklandi. Ardindan fizikokimyasal karakterizasyonu analiz edilmistir.
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3.2.2 Elektro-egrilmis lif matlarm karakterizasyonu
3.2.2.1 Yuzey Morfolojisi

Elektro-egrilmis lif matlarin sentezi gergeklestikten sonra yiizey morfolojisi analiz
etmek icin taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilmistir. Sentezde {iretilen
farkli konsantrasyonlarda Calophyllum inophyllum yagi (CIO) igeren PCL/CIO,
PCL/CI0-2.5, PCL/CIO-5, ve PCL/CIO-7.5 1if matlar1 iletkenlik i¢in altinla
kaplanarak SEM analizine hazir hale getirilmistir. Y UkIU veya yukli olmayan PCL
lif matlarin ortalama lif caplari SEM gorintilerinden elde edilen dogrudan
olcimlerle Image] yazilimi kullanilarak belirlenmistir. Ortalama lif ¢ap1 ve lif
dagilimi, her numunenin mikrograflarindan rastgele 30 farkli nokta segilip

olcllerek hesaplanmustir.
3.2.2.2 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi (FT-IR) Analizi

PCL, CIO ve CIO yukla PCL lif matlarmin kimyasal bilesimini belirlemek icin
Fourier doniisiimii kiz1l6tesi (FT-IR) spektrofotometresi, Perkin Elmer Spectrum
One cihazi kullanilarak tespit edilmistir. Olctimler absorpsiyon modunda 4000-500

cm ! dalga boyu araliginda ve 4 cm™* ¢ozunurlikte ii¢ bagimsiz tekrarla alinmugtir.
3.2.2.3 Su Temas Acis1 Ol¢iim Analiz

Uretilen lif matlarm 1slanabilirligi otomatik bir temas acis1 dlcer kullanilarak
belirlenmistir. Kisaca, fiber matlar bir cam slayt ilizerine yerlestirilmistir ve
numunelerin yizeyine 5 pl deiyonize su damlatilmistir. Ortalama su temas agist
degerini elde etmek igin her bir numune ayn1 matin farkli konumlarinda {i¢ kez test

edilmistir.
3.2.3 Elektro-egrilmis Lif Matlarin Sisme Olciimii

Yara sivisin1 simiile etmek i¢in bir Psodo Ekstra Hiicresel Sivi (Pseudo Extra
Cellular Fluid; PECF) soliisyonu hazirlanmistir. Sodyum kloriir (NaCl), potasyum
klorur (KCI), sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve dipotasyum fosfat (K2HPOa4) distile
suda ¢Oziilmiistiir ve ¢ozeltinin pH:8’ayarlanmistir. Membranlar 1 x 1.5 cm?
boyutunda kesilmistir ve tartilmistir. Bu membranlar daha sonra PECF iceren petri
kaplarina yerlestirilmistir ve 24 saat 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan
sonra, fazla PECF soliisyonu petri kabindan ¢ikarilmistir. Ardindan membranlar
tekrardan tartilmigtir. Absorpsiyon yuzdesi asagidaki (3.1)’deki denklem

kullanilarak hesaplanmistir.
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Wo

w
We (%) = x 100 (3.1)

Wo: membranlarin ilk kuru agirlhigidir.
Wec: membranlarin 1slakken oldugu andaki agirligidir.
3.2.4 Invitro Ila¢ Salimim Deneyi

CIO’nun PCL lif matlarindan in vitro salim kinetikleri, UV-Vis spektrofotometri
ile belirlenmistir. Ilk olarak, CIO’nun konsantrasyon hesaplamasinda bir referans
degeri olarak kullanmak i¢in bir kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bunun igin 0-
10 uL/mL arasinda degisen CIO konsantrasyonlar1 seri dilisyon prensibi ile
hazirlanmistir ve CIO’nun maksimum absorpsiyonu dalga boyu olan 278 nm’deki
degerlerin 6l¢iimii almarak bir kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Ol¢iim farkli CIO
konsantrasyonlartyla yiiklii PCL/CIO lif matlar1 5 x 5 cm? boyutlarinda parcalara
ayrilarak kesilmistir. 5 X 5 cm? boyutundaki 1if matlar1 ultra saf-H20 igerisine
konulup ultrasonik bir su banyosunda 15 dak. X 3 kez olmaz iizere beklenilmistir.
Bu islemde lif matlarinin zarar gérmesini engellemek i¢in su banyosundaki su her
bir asamada degistirilmistir. Ardindan buradan elde edilen siispansiyon diyaliz
kapsiiline konulmustur. Diyaliz kapsiilii 10.000 MW diyaliz membrani ile
kaplanarak PBS (pH=7.4) olan beherlere konulmustur. Ardindan Ornekler
calkalayic1 6zelligi olan bir inklbatére 37 °C’de 100 rpm hiz ayarinda karistirma
kosullari altinda yerlestirilmistir. Daha sonra, salinan CIO miktarini belirlemek igin
belirli zaman araliklarinda 0-120 saat 2 ml salma ortami toplanarak
spektrofotometrede olglilmiistiir. Ayn1 zamanda, batma kosulunu korumak igin
ortama esit hacimde taze PBS (pH = 7.4) ilave edilmistir. Salman CIO’nun
konsantrasyonu, 278 nm’de bir UV-Vis spektrofotometre ile absorbans él¢llerek
ve olusturulmus standart kalibrasyon egrisi ile karsilastirilmasiyla belirlenmistir.

Her 6l¢lim (¢ tekrarli olacak sekilde gergeklestirilmistir.
3.2.5 Antibakteriyel Aktivite Deneyi

CIO yukli lif matlarin antibakteriyel etkinligi, sivi seyreltme yontemi kullanilarak
S. aureus (Gram-pozitif) ve E. coli (Gram-negatif) bakterileri Gizerinde test edilerek
degerlendirilmistir. Her bakteri susu, 24 saat boyunca 37 °C’de Luria-Bertani (LB)

broth ortaminda biiyiitiilmiistir. Daha sonra bakteri siispansiyonlarinin optik
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yogunlugu (OD) 600 nm’de 6l¢llmiistiir ve 0.01°e gore ayarlanmistir. CIO yuklu
lif matla 1 x 1 cm? boyutlarinda kesilerek ayarlanmgtir. Ardindan deney igin steril
ortami saglamak i¢in UV 1simasi altinda 20 dakika sterilizasyon yapilmustir.
Sterilize edilen 6rnekler 30 pL bakteri siispansiyonu i¢eren LB broth ortamina
yerlestirilip ve 37 °C’de 3, 6, 12 ve 24 saat boyunca inkiibasyona birakilmustir.
Numunelerin optik yogunlugu 3, 6, 12 ve 24 saat zaman noktasinda 600 nm’de
OlcUlmistiir. Bagil bakteri canliliklar1 asagidaki (3.2) numarali formile gore

hesaplanmistir. Tim deneyler (¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

5 _ Ornek 0D,
Bagil bakteriyal canlilik (%) = Kontrol OD x 100 (3.2)
600

3.2.6 Hicre Kulturu

Tiim hiicre kiiltiirii deneylerinden 6nce, 6nceden kesilmis 1 x 1 ¢cm? boyutundaki
CIO yuklu lif matlar, 20 dakika boyunca UV 1ginlamasi ile sterilize edilmislerdir ve
membranlar 24 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina yerlestirilmistir. Normal insan
dermal fibroblast (NHDF) hiicreleri, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %l
penisilin/streptomisin iceren 10 ml Dulbecco'nun modifiye Eagle ortami (DMEM)
iceren 75 cm?'lik hiicre kultur( flasklarinda 37°C’de, %5 CO:2 igeren inkibator
kosullarinda kiiltiire edilmislerdir. Flasktaki NHDF hiicrelerinin doluluk orani
%70-%80 gibi yiizdeye ulastiginda hiicreler tripsinazyon islemi ile flask
yuzeyinden ayrilmasi saglanir. Ardindan hiicreler 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edilmistir. Santrifiij isleminin ardindan hiicrelerinin sayisini1 belirlemek i¢in
hemasitometre laminda sayim islemi ger¢eklestirilmistir. Daha sonra hicreler, 24
kuyucuklu plakalarda 10.000 hiicre/kuyu yogunlukta olacak sekilde membranlara
ekilmislerdir ve %5 CO2 i¢eren nemlendirilmis inkiibatorde 37 °C’de 24 saat inkiibe

edilmislerdir.
3.2.7 Invitro Sitotoksisite Analizi

Dimetiltiazoldifeniltetrazolyum Bromdir (MTT) analizi uretilen elektro-egrilmis lif

matlarin NHDF hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etkisinin olup olmadig:
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degerlendirmek igin gergeklestirilmistir. NHDF hiicreleri, 5000 hiicre/kuyu olacak
sekilde 24 kuyucuklu hucre kaltir( plakalarina ekilmislerdir. Hucrelerin tutunup
morfolojilerini almalar1 ve proliferasyonu olmalar1 igin 24 saat inkilbe
edilmiglerdir. Deneyden Once, dretilen lif matlar UV i1sinlamasi ile sterilize
edilmislerdir. Sterilizasyonlarmin ardindan 24 kuyucuklu bir plakadaki CellCrown
eklerine yerlestirilmistir. Hucrelerin 48 saat inklibasyonunu takiben inkiibasyon
ortami ¢ikarilmigtir ve her kuyucuga 50 pg/ml MTT sollsyonu eklenmistir. MTT
solisyonun inklbasyonu icin 37°C’de, %5 CO: iceren inkubatérde 3 saat
beklenmistir. Ardindan MTT sollisyonu her bir kuyucuktan cekilip formazan
kristallerinin ¢oztnmesi i¢in 100 ul DMSO ilave edilmistir. Hiicre canliligi, bir
spektrofotometrik mikroplaka okuyucuda 570 nm’de absorbans kaydedilerek
Ol¢lilmiistiir. Herhangi bir lif mati ile muamele edilmemis hiicreler kontrol olarak
kullanilmistir ve hiicre canlilig1 (%) (3.3)’deki denkleme gore belirlenmistir. Analiz
bagimsiz ii¢ tekrarli deney sonucuna gore yapilmistir.

Ornek 0D,

Hiicre canliligi (%) = Kontrol OD %X 100 (3.3)
570

Ornek ODs7: PCL/CIO lif matlartyla muamele edilmis gruplarin 570 nm’deki

absorbans degeri

Kontrol ODs7o: PCL/CIO lif matlar1 ile muamele edilmemis grubunun 570 nm’deki

absorbans degeri
3.2.8 Invitro Scratch Testi (Yara lyilestirme Deneyi)

PCL/CIO lif matlarinin in vitro yara iyilestirme aktivitesini degerlendirmek igin
cizik analizi (Scratch Testi) yapilmistir. Baslangigta NHDF hiicreleri, 24 kuyucuklu
bir hiicre kilturu plakasma kuyucuk basma 50.000 hiicre yogunlugunda olacak
sekilde ekilmistir. Hicreler 24 saat boyunca %5 CO:2 atmosferinde 37°C’de
inkiibatorde inkiibe edilmistir. inkiibasyonun ardindan, steril bir 200 pL’lik bir
pipet ucu kullanilarak NHDF hiicrelerinin oldugu plaka tabakasinin merkezinde
dogrusal bir c¢izik olusturulmustur. Ardindan PBS ile ¢izik sonrasinda plaka
yilizeyinden kalkan hiicreleri uzaklastirmak igin 2 kez PBS ile yikama yapilmustir.
Daha sonra, sentezlenen PCL/CIO lif matlar1 CellCrown 24 eklerine 6ncesinde UV
ile steril edilip konulmustur. Bu esnada yiizeyle temas etmeyecek sekilde 24

kuyucuklu plakaya yerlestirilmeye dikkat edilmistir. Yara kapanma ilerlemesi,
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¢esitli zaman noktalarinda (0 saat, 4 saat, 6 saat ve 24 saat) inverted mikroskop
kullanilarak goriintiileri kaydedilmistir. Gorlintii analizi i¢in Imagel] yazilimi
kullanilmustir. Bir lif mat uygulamasi yapilmamis hicreler kontrol grubunu
olusturmaktadir. Olusturulan yaralarin yara kapanma oranlar1 asagidaki (3.4)’deki

denklem kullanilarak belirlenmistir.

Ao — A
Ao

Yara kapanma (%) = (3.4)

Ao= Ik yara alanidur.
A= Belirlenen zaman araligindaki yara alanidir.
3.2.9 Antioksidan Kapasite Analizi

PCL/CIO lif matlarin1 antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi, bir oksidatif
stres modeli kullanilarak gergeklestirilmistir. L929 fibroblast hiicreleri 37°C ve %5
CO2 kosullar altinda %10 FBS, %1 L-glutamin ve %1 streptomisin iceren DMEM
ortaminda biiyiitiilmiislerdir. Deney i¢in uygun hiicre yogunluguna ulastiklarinda
tripsinizasyonla flask ylizeyinde ayirma islemi uygulanir. Ardindan Tripan mavisi
ile hiicreler sayilip hesaplanmistir. Hlcreler, kuyucuk basma 10.000 hiicre olacak
sekilde 24 kuyucuklu plakalara ekilmislerdir. Inkiibasyonun ardindan PCL/CIO
matlar1 kuyucuklara konulup 48 saat inkiibasyona birakilmislardir. Ardindan
PCL/CIO lif matlarin Toplam Oksidan Durumu (Total Oxidant Status; TOS) ve
Toplam Antioksidan Durumu (Total Antioxidant Status; TAS), oksidatif stresle
indiiklenen L1929 hiicreleri kullanilarak ve Rel Assay kiti kullanilarak analiz

edilmistir. Tium analizler ti¢ kopya olacak sekilde gerceklestirilmistir.
3.2.10 Immiinotoksisite Analizi

THP-1 hucreleri, kuyucuk basma 10.000 hiicre yogunlugunda 24 kuyucuklu
plakalara ekilmistir. Daha sonra hiicreler, %10 FBS ve %1 L-glutamin iceren RPMI
hiicre kiltiirii ortamimnda 20 mM PMA (phorbol myristate acetate) kullanilarak
farklilasma i¢in uyarilmistir. Makrofaj hiicrelerine ii¢ giinliik monosit farklilasma
streci, inverted bir mikroskopla izlenmistir. PMA stimilasyonunun Ggincu
gininde, PCL/CIO lif matlar1 kiltiir plakalarma yerlestirilmistir ve hicreler
37°C’de, %5 CO:2 atmosferinde 48 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan

besiyeri ortami1 toplanmustir. 5000 rpm’de 15 dakika santrifuj islemi uygulanmustir
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ve sitokin seviyeleri agisindan analiz edilmistir. Ug tekrarli olarak gerceklestirilen
analizler, interlokin-1p i¢in Thermo Fisher IL-1 beta insan ELISA Kiti kullanilarak

analiz edilmistir.
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A

BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Elektro-egrilmis Lif Matlarin Yuzey Morfolojisi

Elektro-egrilmis PCL ve PCL/CIO lif matlarin yiizey morfolojisi ve boyut dagilimu,
SEM ile analiz edilerek belirlenmistir. Sekil 4.1’de gosterildigi gibi, matlarin
elektro-egirme isleminde %10 w/v PCL nin kullanilmasi ile diizenli bir yapida lif
Uretimi gercgeklestirilmistir. SEM analiz sonuglari, tim lif matlarin Uniform,
homojen dagilmis diiz lifler olarak iiretildigini gostermektedir (Sekil 4.1a, 4.1c,
4.1e ve 4.1g). Bunun yani sira artan CIO konsantrasyonlari, liflerin morfolojisinde
onemli bir degisime neden olmamistir ve tim PCL/CIO matlarin Uretiminde

tekdiize, boncuksuz lif yapis1 korunmusgtur.

07 08 09 1.0 11 12
Lif ¢capr (um)

09 10 11 12 13 1.4
Lif cap1 (nm)

10 11 12 13 14 15
Lif ¢capr (um)

11 1.2 13 14 15 1.6
Lif cap:r (nm)
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Sekil 4.1 Elektro-egrilmis PCL ve artan CIO konsantrasyonlarina bagl olarak

PCL/CIO lif matlarin yiizey morfolojisi ve boyut dagilim grafikleri (a, b) PCL

(Poli(e-kaprolakton), (c, d) PCL/Calophyllum inophyllum yag: (C10)-2.5, (e, f)

PCL/CIO-5 ve (g, h) PCL/CIO-7.5.

Sentezlenen PCL, PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-7.5 ortalama lif ¢cap
dagilimlar1 sirasiyla Sekil 4.1b, 4.1d, 4.1f ve 4.1h’de gosterilmistir. Bu matlarin
ortalama lif ¢aplari ise Tablo 4.1’de ayrintili olarak gdsterildigi gibi PCL igin 0.9 +
0.3 um, PCL/CIO-2.5 igin 1.2 £ 0.2 um, PCL/CIO-5 grubu i¢in 1.3 £ 0.2 um ve
PCL/CIO-7.5 igin ortalama 1.5 £ 0.1 um olarak belirlenmistir. Elektro-egirme
islemi sirasinda polimer ¢ozeltisine artan konsantrasyonlarda CIO ilavesinin lif

capinda hafif bir artisa neden oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.1 Elektro-egirme lif matlarin 6rnek adlari, ortalama lif caplar: (um) ve

temas acis1 degerleri

Lif mati1 ID Ortalama lif capa Temas agisi (°)
PCL/CIO 09£0.3um 557
PCL/CIO-2.5 1.2+£0.2 um 354
PCL/CIO-5 1.3+£0.2 um 32+5
PCL/CIO-7.5 1.5+£0.1 um 30+5

Son zamanlarda bitkilerin farkli kisimlarindan elde edilen esansiyel yaglar,
terapotik faydalart olmast nedeniyle arasgtirmacilar tarafindan biylk ilgi
gormektedir. Biyomedikal uygulamalarda, ¢ok cesitli esansiyel yaglar elektro-
egirme teknigiyle 6zellikle yara Ortiisii tiretmek igin kullanilmaktadir [97]. Yara
tyilesmesindeki genis biyolojik fonksiyonel aktivitesine ragmen bugiline kadar
literatlirde Calophyllum inophyllum (CIO) elektroegrilmis PCL lif yara ortiilerinin
sentezi hakkinda herhangi bir ¢alisma rapor edilmemistir. Bu tez ¢alismasi, yara
iyilestirme uygulamalarinda kullanilabilmesi i¢in CIO ile birlestirilmis PCL
elektro-egrilmis lif matlarmin tretimini gergeklestiren ve karakterize eden ilk

caligmadir.
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Lif matlarin tiretiminde elektro-egirme teknigi kullanilirken sentez sirasindaki akis
hiz1, ¢ozelti viskozitesi ve polimer ¢Ozeltisindeki polimer konsantrasyonu gibi
bir¢ok parametre siirece etki ederek lifin morfolojisi ve lifin ¢capinda farkliliklara
neden olabilmektedir [98]. Li ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada agik gozenekli bir
topografya ile bir polimer ylizeyinin gelistirilmesinin lif birikimini énemli 6lgiide
artirdigini gostermislerdir [9]. Piriizstiz, homojen ve boncuksuz lifler Gretmek icin
nem ve sicakligin yani sira bu parametrelerin de dikkate alinmasi gerekir [99].
Bunun yam sira ugucu yaglarin polimer ¢ozeltisine farkli konsantrasyonlarda
eklenmesi de c¢ozelti viskozitesini etkileyebilir ve ortaya c¢ikan lif capi ve
morfolojisinde degisiklige neden olabilir [100, 101]. Bu tez c¢alismasindaki
sonuglarimiz; CIO’nun PCL’ye dahil edilmesinin lif morfolojisini degistirmedigini
gostermektedir. Bunun yani sira, polimer ¢ozeltisine CIO yaginin eklenmesi, yagsiz
PCL liflerine kiyasla lif ¢apini biraz arttirmistir. Polimer c¢ozeltisine artan ClO
konsantrasyonlar1 eklendikten sonra PCL/CIO lif matlarmin lif ¢apindaki hafif
artis1, ¢cozelti viskozitesindeki artis nedeniyle olmus olabilir. Nanolif yara ortiileri
iiretmek amaciyla gerceklestirilmis benzer bir ¢alismada; PCL-Jelatin’e yonca
esansiyel yagmin eklenmesinin, lif ¢apt olusumunun artmasina neden oldugu
bildirilmistir [102]. Baska bir ¢alismada ise arastirmacilar benzer sekilde; balik
yagmin kapsiillenmesinin PVA nanoliflerin ortalama lif ¢apimi arttirdigini rapor
etmiglerdir [103]. Elektro-egirme isleminde lif capini etkileyebilecek bir baska
faktor de ¢ozeltinin elektriksel iletkenligidir [104]. Uretilen matlardaki biyuk lif
caplari, elektrik kuvvetleri tarafindan jetin uzamasini etkileyen ¢ozeltinin diisiik
elektrik iletkenliginin bir sonucu olabilir [102, 105]. Polimer ¢ozeltisine CIO
yaginin eklenmesi, ¢ozeltinin elektrik iletkenligini azaltabilir ve PCL/CIO lif
matlarimin lif ¢apinda bir artisa neden olabilir. CIO, bir baz polimer PCL ile
karsilagtirildiginda farkli fizikokimyasal 6zelliklere sahip dogal bir bilesiktir. CIO,
PCL c¢Ozeltisine dahil edildiginde viskozite ve yiizey gerilimi gibi ¢ozelti
Ozelliklerini degistirmis olabilir. Cozelti 6zelliklerindeki bu degisiklikler, elektro-
egirme islemi sirasinda piiskiirtme davranisini etkileyebilir. Ayrica; CIO, PCL
cozeltisi icindeki zincir dolanma sirecini ve polimer-¢oziicii etkilesimlerini
etkilemis olabilir. CIO molekiillerinin varligi, polimer zincir dolanmasini bozabilir
ve PCL zincirleri arasindaki molekiiller aras1 kuvvetleri zayiflatabilir, bu durumda
elektro-egirme sureci sirasinda polimer zincir uzamasinin azalmasina ve lif capinda

bir artisa yol agar. Bunlara ek olarak; CIO, ¢ozelti i¢indeki yiikk dagilimini

54



potansiyel olarak degistirmek gibi dolayli olarak ¢ozelti iletkenligini etkilemis
olabilir. Yiik dagilimmdaki bu degisiklik, elektro-egirme slirecinde polimer jetinin
gerilmesini ve uzamasini yoOneten elektrostatik kuvvetleri etkileyebilir. Sonug

olarak; yiik dagilimindaki degisiklikler lif capin1 etkileyebilir [106].

Bu tez c¢aligmasindaki verilerimize gore, elektro-egirme islemine CIO
eklenmesinden sonra gozlenen artan lif capinin; ¢ozelti Ozelliklerindeki
degisikliklere, polimer zincir dolanma siirecinin bozulmasina ve yiik dagilimindaki
potansiyel degisikliklere bagli olabilecegi diisliniilmektedir. Bununla birlikte, ilgili
spesifik mekanizmalar1 tam olarak aydinlatmak ve elektrik iletkenliginin lif ¢ap1

tizerindeki etkisini 6lgmek icin daha fazla arastirma gereklidir.

4.2  Elektro-egrilmis Lif Matlarin Fourier Doniisiimlii Kizilotesi
Spektroskopi (FT-IR) Analizi.

Sekil 4.2°de gosterildigi gibi saf PCL, CIO ve elektro-egrilmis PCL/CIO-7.5 lif
matin FT-IR spektrumlari, Fourier doniistimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR) ile
belirlenmistir. PCL spektrumu, CH2 gruplarinin asimetrik ve simetrik titresimlerine
karsilik gelen 2942 ve 2865 cm’de karakteristik pik noktalarini sergilemistir. 1726
cm’deki pik, C=0 gruplarmm gerilmesini gostermektedir. Ek olarak, 1294 cm™!
ve 1184 cm™’deki pikler sirasiyla C-O-C gruplarmm asimetrik ve simetrik
gerilmesine baglanmistir. Ayrica FT-IR analiz grafigindeki 1243 cm™’deki
karakteristik pik noktas1 CHz titresimlerini ifade etmektedir ve 1045 cm™’deki
pikler C-O gerilmesi ve C-H bukilmesini gostermektedir [107]. CIO’nun FT-IR
spektrumunda, C=0 gruplarinin gerilmesine karsilik gelen 1559 cm™ ve 1742 cmr
"de iki ana pik tespit edilmistir. Bunlara ek olarak; 2923 cm™ ve 2853 cm™’deki
bantlar, CIO’daki N-H gerilmesine baglanmistir [108]. PCL/CIO-7.5’in FT-IR
spektrumu, CIO’daki C=0O gruplarmm 1541 cm™, 1559 cm™* ve 1742 cm™¥de
gerilmesiyle ilgili bantlar tespit edilmistir. FT-IR analiz sonuglar1 bize deneyde
kullanilan Calophyllum inophyllum esansiyel yaginin PCL liflerine basariyla dahil
edildigini dogrulamaktadir.

FT-IR analiz sonuglari, elektro-egrilmis lif matlarda bulunan kimyasal bilesim ve
fonksiyonel gruplar hakkinda degerli bilgiler saglamaktadir. PCL spektrumunda
gozlemlenen karakteristik pik noktalar: literatiirde daha 6nceden elektro-egrilmis

PCL lifleri tizerine yapilan caligmalarla tutarhdir [109]. CIO spektrumunda
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gozlemlenen pikler, ucucu yaglarda yaygin olarak goézlenen C=O gruplarinin
karbonil gerilme titresimlerine baglanabilir [110]. CIO’da N-H gerilme bantlarmnin
varligl, yagin PCL liflerine basartyla dahil edildigini de dogrulamaktadir.
PCL/CIO-7.5’in FT-IR spektrumundaki C=0O gerilme bantlarinin goriiniimii ile
ilgili veriler CIO’nun PCL liflerine dahil edildigini ek olarak dogrulamaktadir.
Genel olarak FT-IR analizindeki elde edilen veriler, CIO’nun PCL liflerine

basartyla dahil edildigi desteklemektedir ve elektro-egrilmis lif matlarin kimyasal
bilesimi hakkinda bilgi vermektedir.
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Sekil 4.2 Saf poli(e-kaprolakton) (PCL), Calophyllum inophyllum esansiyel yag1
yiikli PCL lif mat1 (PCL/CIO) ve Calophyllum inophyllum (C1O) esansiyel
yaginin FT-IR spektrum grafigi.

4.3  Elektro-egrilmis Lif Matlarin Islanabilirligi

Sapsiz damla yontemi, elektro-egrilmis matlarin yiizey 1slanabilirligini
degerlendirmek i¢in kullanilmistir. PCL, PCL/CI0O-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-
7.5 lif matlarmin temas agis1 degerleri Tablo 4.1°de g0sterilmistir. Temas agisi
degerleri PCL icin ortalama 55 + 7°, PCL/CIO-2.5 i¢in 35 % 4°, PCL/CIO-5 6rnek
grubunda 32 £ 5° ve PCL/CIO-7.5 elektro-egrilmis lif matlar1 i¢in ortalama temas
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ac1s1 30 = 5° olarak belirlenmistir. Bunun yaninda; PCL ¢6zeltisine CIO ilavesi ile
uretilen lif matlarmin temas agis1 degerlerinde yagsiz PCL lifli matlara gore bir
miktar azalma tespit edilmistir. Ancak PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-7.5
lif matlarinin ortalama temas agis1 degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark gozlenmemistir.

Bir yara Ortilisiiniin etkinligini belirlemede yiizey 1slanabilirliginin roli iyi
aydmlatilmigtir. Bir yara Ortlistinin yiizeyinin hidrofilikligi veya hidrofobikligi;
yara iyilesmesi i¢in ¢ok dnemli olan hiicreye tutunma, adhesyon ve migrasyon gibi
hlcresel sirecleri yonlendirebilmektedir. Elektro-egrilmis lif matlarin ylzey
1slanabilir durumunu degerlendirmek i¢in temas agisi dlglimleri gergeklestirilmistir.
Sonuglarimiza goére; CIO ilavesinin yagsiz PCL lif matlara kiyasla temas agisi
degerini azalttigini gostermektedir. Bizim bulgularimiza paralel olarak; Unalan ve
meslektaglari, PCL ¢Ozeltisine nane yagi ilavesinin elektro-egrilmis lif matlarin
temas agisini azalttigini rapor etmislerdir [111]. Bagka bir ¢alismada yine benzer
sekilde, farkli ucucu yag ekstraktlarinin PCL liflerine dahil edilmesinin temas agis1
degerinin azalmasina neden oldugu sonucu tespit edilmistir [112]. Ayrica Agnes
Mary ve Giri Dev tarafindan yapilan bir arastirma ise PCL polimer ¢ozeltisine aloe
vera ilavesinin Uretilen 1lif matlarin temas agisini azalttigir sonucu bildirilmistir
[113].

4.4  Elektro-egrilmis Lif Matlarin Sisme Derecesi

Bir yara 0rtll malzemesinin kalite agisindan iistiin olmasi i¢in, cildin yenilenmesini
tesvik eden optimal bir nem ortamini muhafaza edebilmesi gerekir [3]. Bu tez
caligmasinda bu nedenle CIO ile ylklenen PCL lif matlarmin absorbsiyon
kapasitesi PECF ¢ozeltisinde degerlendirilmistir. Uretilen lif matlarinin PECF
absorbsiyon degerleri PCL/C10-2.5 igin %267.5, PCL/CIO-5"te %347.25 olarak ve
PCL/CIO-7.5 lif mati1 i¢in %433.3 olarak saptanmustir. Sekil 4.3°te gosterildigi gibi;
PCL/CIO lif membranlari, PECF absorpsiyonu agisindan saf PCL liflerinden Usttn
bir eksuda absorpsiyon kapasitesi sergileyerek daha iyi bir performans
gOstermislerdir. PCL’nin hidrofobik dogasi goz oniine alindiginda, Calophyllum
inophyllum esansiyel yaginin alkolli ekstraktlarinin eklenmesi, polimerik matin
hidrofilikligini arttirir ve bdylece matin absorpsiyon 6zelliklerini gelistirmektedir.

Bu ¢aligmadaki bulgularimizla uyumlu olarak; Ardekani ve ark. drettikleri Zataria
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yagi igeren PVA elektro-egrilmis nanoliflerin, %400-900 arasinda degisen énemli
bir su absorbe etme kapasitesi sergiledigini gostermislerdir. Absorbsiyon etkinligi
yiksek 6zellikteki bu nanoliflerin nem tutma gerektiren uygulamalarda énemli bir
potansiyele sahip oldugu goriilmektedir [114]. Asir1 salgi hiicre proliferasyon
siirecini engelleyebileceginden, yara eksudalarinin yani yaradan sizan sivilarin
birikmesinin 0Onlenebilmesi iltihapli yaralar1 iyilestirmek i¢in ¢ok Onemlidir.
Literatiirde farkli sivi absorbsiyon ozelliklerine sahip c¢ok cesitli yara ortiileri
mevcuttur. Cesitli absorbsiyon kapasitelerinden bagimsiz olarak, her bir emici yara
tipine ve salgi miktarma bagli olarak potansiyel uygulamalara sahiptir. Ayrica,

yaranin asir1 kurumasini dnlemek i¢in bir denge kurulabilmesi ¢ok énemlidir.
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Sekil 4.3 Saf poli(e-kaprolakton) (PCL) lif mat1 ve Calophyllum inophyllum
ugucu yag yiiklii PCL lif matlar1 olan PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-
7.5’in sigsme derece yizdeleri (%).

45 Elektro-egrilmis Lif Matlarin In Vitro Salim Analizi

Siirekli ilag salinimi, kontrolli ve zamana yayilmis bir salim profili ile karakterize
edilir. Gelencksel ilag yaklasimlariyla karsilastirildiklarinda; ilag uygulama
sikligin1 azaltmasi ve bir anda salinan asir1 ilag yiiklemesinin neden olabilecegi yan
etkileri azaltma potansiyelleri bircok alanda tercih edilmelerini saglar. Bu nedenle

geleneksel ilag verme uygulamalarinin tedavi etkinligini ve giivenligini tehlikeye
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atabilecek yan etkileri hafiflettigi i¢in yara iyilestirme uygulamalarinda kritik ve
tercih edilen bir ilag uygulama faktoridirler [115]. Uretilen PCL lif membranlardan
CIO salinimini belirlemek icin ilag salim profilleri salinim deneyleri ile
incelenmistir (Sekil 4.4). PCL polimerinin diigiik hidrofilikligi nedeniyle ¢ok diigiik
biyobozunmaya sahip oldugu literatiirde bir¢ok calismada rapor edilmistir. Bu
nedenle, PCL’nin hidrofobik dogasi, polimerden CIO’nun patlamasma ve kisa
stireli ilk salinima neden olmaktadir [116]. Sekil 4.4°te gosterildigi gibi ilag dagitim
sisteminin hizlt ve yogun ilk salim fazi, ilag molekiillerinin hidrofobik poli(e-
kaprolakton) (PCL) liflerinin yiizeyine yakin lokalizasyonuna baglanabilir. Bu
nedenle gerceklesen yogun ilk salim liflerin yiizeyinin yakininda sikisan fazla
CIO’nun bir sonucu olabilir. PCL matrisi, sulu ortamin penetrasyonunu engeller,
bdylece ilacin salimim ortamma difiizyonunu geciktirir. Bu fenomen, matrisin
amorf boélgelerinden diflizyonunu gerektiren ilacin distik ¢ozinurligi ile daha da
blyataldr, bu da uzamis bir gecikme siresine ve azaltilmig bir patlama salim
etkisine yol agmaktadir. Sekil 4.4’te grafikte belirtildigi gibi; in vitro salinimin 5.
saati sirasinda, PCL/CIO liflerinden salinan CIO patlamasi, PCL/CIO-2.5 igin
%25,5+3,2, PCL/CIO-5 igin %33,4 +44 ve PCL/CIO-7,5 icin ortalama
%41,1 £+ 3,1 olarak saptanmistir. Patlama salim agamasinin ardindan, tiim PCL/CIO

lif matlarinda stirekli ve kontrolli bir CIO salinimi g6zlemlenmistir.
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Sekil 4.4 Calophyllum inophyllum yaginin (CIO) poli(e-kaprolakton) (PCL)/CIO
lif matlarmdan kiimiilatif salim grafigi.

4.6 Elektro-egrilmis Lif Matlarin Antibakteriyel Aktivitesi

PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-7.5 igeren lif matlarm antibakteriyel
aktivitesi siv1 diliisyon yontemi kullanilarak S. aureus (Gram-pozitif) ve E. coli
(Gram-negatif) bakterileri zerinde degerlendirilmistir. Sekil 4.5’te bakteri canlilik
yuzdeleri gosterilmistir ve lif matlarin antibakteriyel etkinligi saf PCL’ye kiyasla
CIO ilavesiyle daha yuksek bir inhibisyon saglanarak geligsmistir. En ylksek
inhibisyon etkisi 12 saatte S. aureus’a kars1 gozlenirken, E. coli’ye kars1 24 saatte
inhibisyon gozlenmistir. Ancak PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-7.5 lif
matlar1 arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmamustir. Ayrica, 24 saatlik
inkiibasyondan sonra, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO 7.5’te kontrol ve PCL gruplarina
gOre daha distik E. coli bakteriyel canlilig: tespit edilmistir (Sekil 4.5-b). Bu arada,
S. aureus’un bakteriyel canliligi, her inkiibasyon zamaninda kontrole kiyasla
PCL/CIO 2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-7.5 lif matlarinda azalmistir. Elde ettigimiz
bu sonuglar, yara ortilleri ve doku miihendisligi yap1 iskeleleri gibi cesitli
uygulamalarda PCL/CIO lif matlarin antibakteriyel maddeler olarak potansiyelini

gostermektedir.

Calophyllum inophyllum esansiyel yaginin (CIO), bircok Gram-pozitif ve Gram-
negatif bakteriye karsi1 6nemli antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu gésterilmistir.

CIO tarafindan yapilan bir ¢calismada, S. aureus icin 7 ile 14 mm ve E. coli i¢in 13
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ile 14 mm arasinda degisen inhibisyon bolgeleriyle metisiline direncli
Staphylococcus aureus (MRSA) ve E. coli’ye karsi gicli antibakteriyel aktivite
sergiledikleri gosterilmistir [71]. Benzer sekilde C10 aktivitesi degerlendiren baska
bir galismada ise; mitotik bolinmenin dogrudan inhibisyonu yoluyla Gram-pozitif
bakterilere karsi anlamli bir aktivite sergiledigi gosterilmistir. Bunun yani sira
makrofajlar tarafindan p-defensin 2 peptidinin artan salinimina bagli olarak Gram-
negatif bakterilere karsi baska gicli bir antibakteriyel etki sergiledikleri
belirtilmistir. ClO’nun antibakteriyel etkinligi; ksantonlar, kumarinler ve
flavonoidler gibi karmasik kimyasal bilesiklerinin hiicre canlilig1 iizerine olan etki
mekanizmalarina benzedigi tespit edilmistir. Bu kimyasallar antibakteriyel
etkilerini hlcre zari butlnliginin bozulmasi, DNA sentezinin inhibisyonu ve
metabolik slreclere midahaleler dahil olmak Uzere cesitli mekanizmalar yoluyla

gOstermektedirler [71].

Esansiyel yaglarla yiiklii elektro-egrilmis PCL yara Ortlleri, antibakteriyel
ozelliklere sahip dogal ve etkili yara iyilestirici ajanlar olmalar1 nedeniyle son
yillarda ¢ok sayida ¢aligmanin arastirma konusu olmuslardir. Ornegin; Phaiju ve
ark., S. aureus, E. coli, Salmonella typhimurium ve Pseudomonas aeruginosa’ya
kars1 yuksek etkinlikte antibakteriyel aktivite gosteren tar¢indan elde edilen
esansiyel yaglar1 iceren PCL yara oOrtiilerini basariyla sentezlemislerdir [117].
Mouro ve ark.’lar tarafindan gerceklestirilen benzer bir ¢alismada eugenol yiklu
PCL/PVA/Kitosan lif matlar sentezlenmis ve bu matlarin S. aureus (%92,43 ve
%83,08 oraninda inhibisyon etkisi) ve P. aeruginosa (%94,68 ve %87,85 oraninda
inhibisyon etkisi) karst1 Onemli antibakteriyel aktivite gosterdiklerini rapor
edilmistir [118]. Chen ve meslektaslari tarafindan yapilan baska bir ¢alismada ise
PCL-tannik asit nanolifli biyo-kompozit iskelelerin, ortalama 0.8 £ 0.3 mm’lik dar
bir inhibe edici bolge ile S. aureus’a kars1 antibakteriyel 6zellikler sergiledikleri
tespit edilmistir [119]. Sonuglarimiza paralel olarak baska bir ¢alismada; elektro-
egrilmis poli(bltilen karbonat) (PBC)/poli(laktik asit) (PLA)/kitosan (CS) karisimi
nanolif membranlarin in vitro degerlendirme verilerine gore Escherichia coli ve
Staphylococcus aureus’a karst gucli antimikrobiyal aktivite sergiledikleri
bildirilmistir [13]. Bu esansiyel yag yiukli PCL yara ortulerinin antibakteriyel
aktivitesi, aktif bilesiklerin yara ortlsiinden yara yatagina surekli salinmasi ile

iliskilendirilmistir. Bu durum da bakteriyel hicre zarini bozar ve bakteri
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blyUmesinin engellemektedir [120]. Ayrica, bu elektro-egrilmis PCL yara ortulert,
geleneksel yara Ortililerine gore biyouyumluluk, esneklik ve uygulama kolaylig: gibi
cesitli avantajlar sunmaktadir. Bu avantajlar sayesinde yara iyilestirme
uygulamalar: igin umut verici adaylar olarak diistiniilmektedirler. Bu ¢alismanin
sonuglarmi antibakteriyel aktivite kapsaminda degerlendirdigimizde, yara
iyilesmesine yeni bir yaklagim olarak esansiyel yaglarla yuklenmis elektro-egrilmis
PCL yara ortilerinin potansiyeli gosterilmistir.
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Sekil 4.5 Poli(e-kaprolakton) (PCL)/CIO lif matlarinin (a) Staphylococcus aureus
ve (b) Escherichia coli’ye kars1 antibakteriyel etkinligi *p<0,05, **p<0,01 kontrol
ile karsilastirildiginda istatistiksel anlamlilik diizeyleri.

4.7  Elektro-egrilmis Lif Matlarin In Vitro Sitotoksisite Analizi

PCL, PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-7.5 lif matlarinin biyouyumlulugunu
degerlendirmek igin saglikli insan dermal fibroblastlar1 olan NHDF hiicre
hatlarinda sitotoksisite analizi gercgeklestirilmistir. NHDF hiicrelerinin canliligt
Sekil 4.6’da gosterildigi gibi lif matlarmin 48 saatlik inkiibasyonundan sonra
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglarimiza gore; tim lif matlarin CIO’nun farkl
konsantrasyonlarmin hicrelere uygulandigi gruplart arasinda istatistiksel bir
farklilik saptanmamistir. Bununla birlikte lif matlarinda kontrole kiyasla hiicre

canliliginda artis tespit edilmistir.
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Sekil 4.6 Farkli konsantrasyonlarda Calophyllum inophyllum yagi (CIO) ile
yiiklenmis poli(e-kaprolakton) (PCL) (PCL/CIO-2.5, PCL/CIO-5 ve PCL/CIO-
7.5) elektro-egrilmis lif matlarmm NHDF hiicreleri tizerindeki in vitro
sitotoksisite grafigi.

Bu sitotoksisite ¢alismasinda, NHDF hiicreleri {izerinde farkli konsantrasyonlarda
Calophyllum inophyllum yagi (CIO) ile yiiklii PCL elektro-egrilmis lif matlarinin
in vitro sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Elde ettigimiz MTT testinin sonuglarina
gore; tim PCL/CIO lif matlarinin 48 saatlik inkibasyondan sonra NHDF hiicreleri
tizerinde higbir sitotoksik etkiye sahip olmadigini tespit edilmistir. Bu sonuglar da
PCL/CIOQO lif matlarin biyouyumlu oldugunu ve doku miihendisligi ve rejeneratif tip

uygulamalarinda kullanilma potansiyeline sahip oldugunu gostermektedir.

Literatiirde PCL ve kompozitlerinin farkli malzemelerle biyouyumlulugu hakkinda
cok cesitli calismalar rapor edilmistir. Bu c¢alismalardan biri; L929 fibroblast
hicreleri Gzerinde Nigella sativa ekstrakti ile yiklenmis PCL/Kitosan nanolifli
iskelelerin in vitro sitotoksik etkinligini degerlendirmistir. Bu ¢alismada;
bulgularimiza paralel olarak iskelelerin ©6nemli sitotoksik etkileri olmadigi
gosterilmistir [121]. Benzer sekilde Doustdar ve arkadaslar1 yaptiklari bir
calismada; yeni bir cay agaci yagi ilave edilmis PCL/soya proteini elektro-egrilmis

matlarinin NIH3T3  fibroblast  hicreleri Uzerindeki  sitotoksisitesini
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degerlendirmislerdir ve arastirmacilar matlarin yiksek bir biyouyumluluga sahip
oldugunu bildirmiglerdir [122]. Tim bu ¢alismalar bizim ¢alismamizin sonuglari ile
korelasyon gostermektedir. Bununla birlikte PCL ve kompozitlerinin farkli

malzemelerle kullaniminda biyouyumlu 6zellikte oldugunu destekler niteliktedir.

Bu c¢alismada sentezlenen PCL/CIO lif matlarmin sitotoksisitesinin olmamasi
birka¢g faktore baglanabilir. Bunlardan biri; CIO’nun PCL liflerine dahil
edilmesinin PCL matrisinin biyouyumluluguna miidahale etmemis olmasidir. Buna
ek olarak; PCL lif matlar, hiicreler ve ¢evre ortam arasinda besinlerin ve atik
riinlerin degis tokusuna izin vererek hiicre biiylimesini ve proliferasyonunu

saglayan oldukga gozenekli bir yapiya sahiptir.

4.8 Elektro-egrilmis Lif Matlarin Yara lyilestirme Etkinliginin

Degerlendirmesi

Tez ¢alismasinda, Calophyllum inophyllum (CIO) yikli poli(e-kaprolakton) (PCL)
elektro-egrilmis lif matlarinin NHDF hiicreleri lizerinde yara iyilestirme aktivitesi
in vitro yara iyilestirme (¢izik; scratch assay) deneyi kullanarak degerlendirilmistir.
Yara bolgelerine hiicre go¢linil ve yara kapanma oranlar1 Sekil 4.7°de gosterildigi
gibidir. 6 saat uygulanan elektro-egrilmis lif mat tedavisinden sonra kontrol
grubunda yara bolgesindeki hucre ortalama ytzdesi %31 = 1, PCL/CI0-2.5 grubu
icin %15+ %2, PCL/CIO-5 grubunda ortalama %21 + 2 ve PCL/CIO-7.5 6rneklem
grubunda ortalama %25 + 1 hiicre bulundugu analiz edilmistir (Sekil 4.7). 24 saat
inkiibasyon siiresinden sonra ise kontrol grubu tamamen kapanma gosterirken
PCL/CIO-2.5 konsantrasyonunda uygulanan lif matlar ortalama %55 + 1,
PCL/CIO-5 grubu ortalama %75 = 1 ve PCL/CIO-7.5 ortalama %88 + 2 yara
kapanma oran1 saptanmustir. Bulgularimiz, C1O konsantrasyonunun arttiriimasinin
NHDF hiicre gocunu ve cogalmasini doza bagh bir sekilde arttirdigim
gostermektedir. Bu tez ¢alismasinda CIO’nun 6nemli bir yara iyilestirme 6zelligine
sahip oldugu bulunmustur. Buna ek olarak arastirmacilar gergeklestirdikleri
caligmalarda; ClO’nun bag dokusunun ana bileseni olan kollajen dretiminden
sorumlu htcreler olan fibroblastlarin ¢ogalmasint ve gocuni artirarak yara
iyilesmesini  destekledigini rapor etmislerdir [71]. Ayrica ¢alismalarda;

Calophyllum inophyllum yagmin bir yara boélgesinde sisligi ve iltihaplanmayi
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azaltmaya yardimci olabilecek anti-inflamatuar 0zelliklere sahip oldugu

saptanmustir [6].

24h

PCL/CIO-2.5 Kontrol

PCL/CIO-5

PCL/CIO-7.5

Sekil 4.7 Normal insan dermal fibroblast hiicreleri tizerinde poli(e-kaprolakton)
(PCL)/CIO lif matlarn in vitro yara iyilestirme etkinliginin analizi.

4.9 Elektro-egrilmis Lif Matlarin Antioksidan Kapasitesi

Tez caligmasinda iiretilen elektro-egrilmis lif matlarinin saglhikli fare 1929
fibroblast hiicre hattinda toplam antioksidan ve oksidan kapasiteleri
degerlendirilmistir. Sekil 4.8a 1929 hiicre hatti {izerindeki PCL/CIO-7.5 lif
membranlarin toplam antioksidan kapasiteleri ve Sekil 4.8b’de ise toplam oksidan
kapasitelerini ~ gosterilmektedir.  Elde ettigimiz sonuglara goére; PCL
membranlarinda kiiltiirlenen hiicrelerin toplam antioksidan seviyeleri kontrol grubu
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanmamustir (P>0.05). PCL
membranindan farkli olarak PCL/CIO-7.5 zarmnin toplam antioksidan seviyesi,
kontrole kiyasla 6nemli 6lgiide arttigi tespit edilmistir (P<0.05). Toplam oksidan

seviyeleri incelendiginde hiicrelerde PCL membranlarinda kontrol grubuna gore
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istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlenmistir. Ancak; CIO’nun lif matlarina
dahil edilmesi toplam oksidan seviyelerinde istatistiksel anlamlilikta azalmaya
neden olmustur (P<0.05). Oksidatif stres, reaktif oksijen ve nitrojen rinleri gibi
oksidan molekiller vicudun antioksidan sistemini bastirdiginda ortaya
cikmaktadir. Bu da ndrodejeneratif hastaliklar, kardiyovaskiler hastaliklar, kanser,
inflamasyon ve yaslanma gibi ¢esitli sorunlara yol acabilmektedir. Reaktif oksijen
tdrlerinin (ROS), iltihaplanma surecinde Iokositlerin ve makrofajlarin islevlerini
diizenlemede rol oynadig: bulunmustur. Biyomalzemeler veya biyobozunur
urtnler, bagisikhik sistemi htcreleri tarafindan oksidanlarin salinmasina neden
oldugu zaman implante edilen bolgede kronik enfeksiyon, biyomateryal kayb1 veya

islev kayb1 meydana getirebilir.

Dogal drunlerin antioksidan aktivitesileri yara iyilestirme uygulamalarinda
potansiyel kullammlar1 icin kapsamh bir sekilde incelenmistir. Ozellikle
caligmalarda, polifenoller gibi bitki tdrevli bilesiklerin 6nemli antioksidan
aktiviteye sahip olduklar1 gosterilmistir [123]. Bu tez calismasinda kullanilan
Calophyllum inophyllum (CIO) yagi, polifenoller agisindan zengindir ve cesitli
cahsmalarda antioksidan aktivitesi gosterdigi bildirilmistir [8]. Onceki calismalarda
antioksidan 0Ozelliklere sahip yara ortllerinin oksidatif stresi azaltarak ve yara
iyilesme surecini destekleyerek faydali etkiler saglayabildigi gosterilmistir [6].
Polifenoller gibi antioksidan bilesiklerin yara ortiilerine dahil edilmesinin kronik
yaralarin iyilesmesini destekledigi gosterilmistir [111]. Antioksidanlarin yara
ortiilerinden siirekli ve kontrollii salmimi, etkinlikleri acisindan Onemlidir.
Antioksidanlarin ani olan patlama salinimi yapmasi, antioksidan/oksidan oraninda
dengesizlige neden olabilir. Bu durumda yara iyilesmesini olumsuz yonde
etkileyebilir. Bu nedenle, yara Ortulerinden antioksidanlarin salimimini kontrol
etmek yara ortulerinin etkinlikleri i¢in esastir [11]. Buna ek olarak, yara ortulerinin
biyouyumlulugu; cevre dokular ve hiicreler tizerinde olumsuz etkilerden kaginmak
icin cok énemli bir faktordar. Polikaprolakton (PCL), olumlu 6zelliklerinden dolay1
yara Ortlisti uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan, biyolojik olarak uyumlu ve
biyolojik olarak parcalanabilen bir polimerdir [16]. CIO’nun PCL elektro-egrilmis
lif matlara dahil edilmesi, gelismis antioksidan aktiviteye sahip umut verici bir yara

ortl malzemesi saglayabilir. CIO’nun matlardan surekli ve kontrollt salinimi, yara
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lyilesme sirecini destekleyebilirken, PCL’nin biyouyumlulugu onu doku

muhendisligi ve rejeneratif tip uygulamalar: igin uygun hale getirmektedir.
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Sekil 4.8 Poli(e-kaprolakton) (PCL)/CIO-7.5 lif matlarinin kotrol grubuna kiyasla
(a) toplam antioksidan kapasitesi (b) toplam oksidan kapasitesi *p<0,05.

4.10 Makrofaj hicreleri Gzerinde canhhk analizi

Bu tez caligmasinda ayrica; makrofaj hiicrelerinin PCL/CIO-7.5 lif matlar
tizerindeki hiicre canliligi degerlendirilmistir. Sekil 4.9 (a)’da gosterildigi gibi
makrofaj hicrelerinde ortalama %97.42 + 2.78 oraninda bir hiicre canlilig1 tespit
edilmistir. Negatif kontrol ile PCL/CIO-7.5 arasinda istatistiksel agidan anlamli bir
fark saptanmamistir (P> 0.05). Bu bulgularimiz, PCL/CIO-7.5 lif matlarinin
makrofajlar i¢in sitotoksik olmadigini gostermektedir. Bu nedenle hiicre canliligi
uzerinde olumsuz bir yan etkiyi tetiklemedigi igin iiretilen PCL/CIO lif matlarin
biyomedikal uygulamalarda kullanilabilme potansiyeli oldugu gosterilmistir. Yara
ortust malzemelerinin biyolojik agidan uyumlu olmasi, gevre dokulara ve hucrelere
herhangi bir zarar vermemelerini saglamasi agisindan dikkat edilmesi gereken bir

noktadir.

4.11 interlokin-1p Salinim Deneyi

PCL/CIO-7.5 ve kontrol grubunda besiyerindeki interlokin-1f seviyeleri 6l¢ulip
analiz edilmistir (Sekil 9.1(b)). Kontrol grubu ile karsilastirildiklarinda negatif
kontroliin interlokin-1p konsantrasyonu 8.27 = 0.20 pg/mL olarak ve PCL/CIO-7.5

lif matlarm ise interlokin-1p konsantrasyonu 16.10 * 0.15 pg/mL olarak
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bulunmustur (P<0.01). Bulgularimiz, PCL/CIO-7.5 lif matlarin interlokin-13
seviyesinin salgilanmasini kontrol grubu ile kiyaslandiginda 7.83 pg/mL olarak

arttirdigin1 géstermektedir (p<0.01).
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Sekil 4.9 PCL/CIO lif matlarinin (a) makrofajlar tizerindeki sitotoksik aktivitesi.
(b) PCL/CIO lif matlar ile muamele edilmis hiicrelerin interlokin-1f seviyeleri
Interlokin-1B  (IL-1B), yara iyilesmesi siirecinde bagisikhk  yanitinin
diizenlenmesinde ¢ok Onemli bir rol oynayan pro-inflamatuar bir sitokindir.
Literatiirdeki ¢aligmalarda makrofajlar1 aktive ettigi, anjiyogenezi uyardigi ve doku
onarimini destekledigi bildirilmistir [124]. Bu tez ¢alismasinda polikaprolakton
(PCL) temelli bir yara ortli uygulamasi sonrasinda IL-1p seviyelerinde anlamli bir
artts gozlemlenmistir. Bu bulgu, PCL yara ortiisiiniin yara iyilesme siireci sirasinda
inflamatuar tepkinin modiilasyonuna katkida bulunabilecegini diistindiirmektedir.
Artmis IL-1B ekspresyonu, notrofiller ve makrofajlar gibi bagisiklik hicrelerinin
yara bolgesine sizmasini kolaylastirabilen PCL sargisinin biyouyumluluguna ve
gozenekli yapisina baglanabilir. Sonugta bu hicreler daha yuksek miktarlarda IL-
1B salabilirler. Boylece inflamasyon, anjiyogenezi, hiicre proliferasyonunu,
matrisin yeniden sekillenmesini ve genel olarak yara iyilesme siirecini
destekleyebilirler. Artan IL-1p seviyeleri, akut iyilesme tepkisini tesvik etmek i¢in
faydali olabilirken, potansiyel uzun siireli inflamasyon riskini ve bunun yara
iyilesmesi tizerindeki olumsuz etkisini goz ontnde bulundurmak dnemlidir [124].

Yara iyilesmesini desteklemek ve kronik inflamasyon riskini en aza indirmek
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arasinda bir denge saglayan optimal PCL yara ortulerinin 6zelliklerini belirlemek
icin daha fazla arastirma yapilmas: gerekmektedir. Ek olarak, PCL temelli yara
Ortulerini  diger biyomalzemelerle Kkarsilastiran cahsmalarla, yara yonetimi
baglaminda PCL Ortllerinin terapotik potansiyeline iligskin degerli bilgiler

saglayacagi diisiiniilmektedir.
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5

SONUC

5.1 Sonug ve Oneriler

Bu tez ¢alismasinda, Calophyllum inophyllum (CIO) esansiyel yagi ile yiiklenmis
polikaprolakton (PCL) elektro-egrilmis lif matlar basariyla iiretilmistir. Bunun yani
sira elektro-egrilmis lif matlarinin yara iyilestirme uygulamalarinda potansiyel
kullanimu igin in vitro da degerlendirdik. Sonuglarimiza gore liflerin morfolojik
biitiinliigii, artan CIO konsantrasyonlarinin dahil edilmesiyle birlikte korunmustur
ve lif ¢capinda hafif bir artis tespit edilmistir. Bu ¢alismanin 6énemli bir sonucu,
yagsiz PCL lif matlarina kiyasla CIO yiiklii PCL lif matlarinin temas agisi
degerlerindeki azalmadir. Bu gozlem, lif matlarinin islanabilirliginin arttigini ve
matlarin antibakteriyel yara ortiileri veya doku miihendisligi yap1 iskeleleri olarak

potansiyel uygulamalar igin daha etkili olabilecegini gostermektedir.

Calismada ayrica, PCL/CIO lif matlar tarafindan kontrollii ve siirekli bir CIO
salinimi oldugu gosterilmistir. Bu veride iiretilen elektro-egrilmis lif matlarin ilag
dagitim uygulamalarinda kullanimina uygun 6zelliklerde oldugunu gostermektedir.
Hiicreler tizerindeki biyolojik uyumluluklar1 NHDF hucreleri ile yapilan
caligmalarda tespit edilmistir. Bu da lif matlarinin doku miihendisligi ve rejeneratif

tip uygulamalarinda potansiyel kullanimlarina igaret etmektedir.

Bu calismanin bulgularina dayanarak, C10 yikli PCL elektro-egrilmis lif matlarin
guclu antibakteriyel Ozellikleri ve etkinligi daha yiiksek bir yara iyilestirme
yetenegi sergiledikleri tespit edilmistir. Ozellikle de agik yaralar, yaniklar ve
cerrahi yaralar gibi bakteriyel enfeksiyonlara yatkin olanlar olmak Uzere cesitli
yaralarin tedavisine uygunluklar: bu ¢alismadaki bulgularla vurgulanmistir. Bu lif
matlarmin sirekli ilag salim profili ve dnemli sivi emme kapasitesi, etkili iyilesme
icin kritik olan nemli bir yara ortamin: koruyarak sizinti yapan yaralarda da etkili

olabileceklerini gdstermektedir.

Tum sonular birlikte ele alindiginda; lif matlar 6zellikle de orta ile siddetli yaralari
tedavi etmek icin yararli olabilir. Bununla birlikte, bu liflerin en faydali olacag: yara
tiplerini ve derecesini tam olarak tanimlamak igin daha ileri pre-klinik ve klinik

calismalar gereklidir. Sonug olarak, bu c¢alismada yara iyilestirme ve diger
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biyomedikal uygulamalarda PCL/CIO elektro-egrilmis lif matlarinin {iretimi ve
kullanim potansiyeli gosterilmistir. Bu alanda daha fazla arastirma ve gelistirme

ihtiyaci bu bulgularla vurgulanmaktadir.
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