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OZET

Biyoaktif Yara Ortii Malzemesi Uretimi ve Karakterizasyonu

Secil KAYA

Biyomihendislik Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Serap DERMAN
Es Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ozlem EGRI

Yara iyilesmesi; kanama, yangi, proliferasyon (cogalma) ve dokunun vyeniden
yapilanmasi olmak lizere temelde dort fazdan olusan kompleks bir strectir. Yara bakimi
ile ilgili yapilan tim tibbi midahaleler ve Uretilen yara o6rtlii malzemelerinin amaci bu
evrelerin sirasiyla ve dogal siresinde gerceklesmesine yardimci olmaktir. Yara oOrti
malzemelerinin Uretiminde kullanilan yéntemlerden biri olan elektro-egirme, nano
kalinlikta liflerden olusan malzemelerin (retilmesine olanak veren, genis kullanim
alanina sahip avantajli bir yontemdir.

Bu tez calismasinda, Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) polimeri ile elektro-egirme yontemi
kullanilarak nano kalinlikta fiberlerden olusan bir yara orti malzemesi Uretilmistir.
Uretilen PLGA nano liflere damlatma ve piskirtme yontemleriyle Kafeik Asit Fenetil
Ester (CAPE) molekili yiklenmistir. CAPE yiiklenen yara ortllerinin CAPE icermeyen
malzemeyle karsilastirmali olarak FTIR spektroskopisi analizleri gerceklestirilmis ve CAPE
yukli yara orti malzemelerine ait spektrumlarda CAPE ile benzer sekilde titresim
bantlar gdzlenmistir. Yapilan XRD analizinde ise, CAPE yukli PLGA nano liflerin XRD
grafiklerinde CAPE’ye benzer kristalin yapilar ve PLGA’ya ait amorf yapilar birlikte
gozlenmistir. PLGA nano liflerin kalitesinin, capinin ve malzeme kalinlhiginin belirlenmesi
icin SEM gérintileri alinmistir. incelenen SEM gériintilerinde fiber capr 310-410 nm,
malzeme kalinligi ise 100.6 um olarak ol¢tilmistir. CAPE yiiklenen malzemelerin etken
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madde salim profillerinin incelenmesi igin PBS ortaminda salim g¢alismalan
gerceklestirilmistir. PLGA nano liflere yiiklenen CAPE’nin 7 giin boyunca kontrollG salimi
sonucunda pulskirtme yonteminde toplam %90’inin, damlatma yonteminde ise
%77'sinin salindigi belirlenmistir. PLGA nano liflerin PBS ortaminda sivi absorplama
yetenekleri degerlendirilerek %600 oraninda sisme gosterdigi gézlenmistir. CAPE yiklG
yara ortli malzemelerinin DPPH yontemi kullanilarak test edilen antioksidan aktiviteleri
%86.2 (puskirtme yonteminde) ve %85.7 (damlatma yodnteminde) olarak tespit
edilmistir. CAPE yUklG yara orti malzemelerinin antimikrobiyal 6zellikleri disk diflizyon
testi ve zamana bagli 6lim metodu ile S. aureus, P. aeruginosa ve C. albicans suslari
Uzerinde degerlendirilmistir. Zamana bagli 6lim metodu ¢alismasinda CAPE yiiklii PLGA
nano lifler 4. saatte S. aureus ve P. aeruginosa tzerinde %100 bliyime inhibisyonu etkisi
gostermistir. C. albicans tirl Gzerinde ise zamanla artan bir biyime inhibisyonu etkisi
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Yara ortiisti, elektro-egirme, Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit), Kafeik
Asit Fenetil Ester, antimikrobiyal aktivite

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTITUSU
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ABSTRACT

Production and Characterization of Bioactive Wound Dressing Material

Secil KAYA

Bioengineering

MSc. Thesis

Adviser: Assoc. Prof. Dr. Serap DERMAN
Co-Adviser: Asst. Prof. Dr. Ozlem EGRI

Wound healing is a complex process consisting essentially of four phases: hemostasis,
inflammation, proliferation and remodeling. All medical interventions related to wound
care and the purpose of the materials produced are to help these phases take place in
order and in their natural time, respectively. Electrospinning, which is one of the
methods used in the production of wound dressings, is an advantageous method with
its wide usage area, which enables the production of materials consisting of nano-
thickness fibers.

In this thesis, a dressing material consisting of nanoscale fibers was produced by
electrospinning using Poly (D, L-lactic-co-glycolic acid). Caffeic Acid Phenethyl Ester
(CAPE) molecule has been loaded into the produced PLGA nanofibers by dropping and
spraying methods. FTIR spectroscopy analysis of CAPE-loaded wound dressings
compared to CAPE-free material was performed, and similar bands of CAPE-loaded
wound dressing materials were observed with CAPE. In XRD analysis, crystalline
structures similar to CAPE and amorphous structures of PLGA were observed together
in XRD graphs of PLGA nanofibers with CAPE. SEM images were taken to determine the
fiber quality, fiber diameter and material thickness. In the SEM images examined, the
fiber diameter was 310-410 nm and the material thickness was 100.6 um. As a result of
controlled release of CAPE loaded into PLGA nanofiber fibers for 7 days, it was
determined that 90% in the spraying method and 77% in the dropping method were
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released. It was observed that PLGA nano fibers were swollen at 600% by evaluating
their liquid absorption ability in PBS medium. The antioxidant activity of CAPE loaded
wound dressing materials using DPPH method was determined as 86.2% (in spraying
method) and 85.7% (in dropping method). The antimicrobial properties of CAPE-loaded
wound dressing materials were evaluated on the S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans
strains by disk diffusion test and time-kill method. In the time-kill study, CAPE-loaded
PLGA nanofibers showed 100% growth inhibition effect on S. aureus and P. aeruginosa
strains at 4 h. They showed time dependent increased growth inhibition effect on C.
albicans strain.

Keywords: Wound dressing, electrospinning, Poly(D,L-lactic-co-glycolic acid), Caffeic
Acid Phenethyl Ester, antimicrobial activity
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Yara; mekanik, termal, elektriksel ve kimyasal zedelenmeler ya da tibbi veya fizyolojik
rahatsizliklarin altinda yatan nedenler sonucu deri veya doku bitiinlGginin bozulmasi
olarak tanimlanabilir [1]. Yaralar cerrahi islemlerden sonra da olusabilmekte ve organ

veya dokuda fonksiyon kaybina neden olabilmektedir [2].

Yara iyilesme sireci; pihtilasma, yangi, proliferasyon (¢ogalma) ve dokunun yeniden
yapilanmasi olmak Ulizere temelde dort fazdan olusmaktadir. Bu fazlarin dogru
siralamada, dogru zamanda ve belirli bir zaman araliginda devam etmesi yara iyilesme
siirecinin igleyisi agisindan oldukg¢a 6nemlidir [3], [4]. Yaranin mikroorganizmalarin
girisine ve ¢cogalmasina ac¢ik olmasi yara iyilesme siirecini olumsuz etkileyen en 6nemli
faktorlerden biridir. Mikroorganizma Uremesini engellemek amaciyla antimikrobiyal
etkisi ylzyillardir bilinen giimis tiirevleri (metalik glimis, glimis tuzlan vd.) ve balin yani
sira bitkisel yaglann da kullanildigi bilinmektedir [5]. Antimikrobiyal ajanlar ve hicre
goclinl destekleyici maddeler yara iyilesmesinde etkili olmakla birlikte yara ylizeyinde
uzun siire etkisini devam ettirememektedir. Buna ek olarak glimis silfadiazin gibi baz
antimikrobiyal ajanlar saglikli deri ve kan hiicrelerine de zarar verebilmektedir.
Bandajlar, sargi bezleri ve pamuk ortiler gibi geleneksel yara ortiileri yalnizca yarayi
koruma islevini yerine getirdiklerinden etkili bir iyilesme slreci saglamakta yetersiz

kalmaktadir [6].

Geleneksel yara tedavisindeki eksikliklerin kapatilmasi ve yeni 6zelliklerin eklenmesiyle
gliniimizde modern yara ortileri gelistirilmistir. Uygulanacak olan malzeme yaranin

tirlne, derinligine, evresine; hastanin yasina ve tibbi gegmisine bagl olmakla birlikte



genel anlamda iyi bir yara ortisiinden beklenen 6zellikler sunlardir: Yarayl kapatarak
soguk, sicak, nem gibi dis etkenlere karsi korumali, oksijen ve su buharn gecgisine izin
vermeli fakat dis ortamdan mikroorganizma girisini engellemeli, eksudayi (yara sivisi)
absorplamali, ayni zamanda yarayl nemli tutmali, bakteri hiicrelerini yok etmeli ve
¢ogalmasini durdurmali, hiicre gogiine ve ¢ogalmasina uygun ortam saglayarak yara
iyilesmesini hizlandirmali, kullanim sirasinda imminolojik yanit ve fibroz kapsiil
olusturmayacak kadar biyouyumlu olmali, yara iyilesme sireciyle beraber yerini saglikli
dokuya birakarak bozunmali, bozunma sonucu olusan yan urlnleri toksik veya alerjenik
olmamali, yara dokusunun kimyasal ortamina dayanikli olmali, uygulanma ve degisim
sirasinda yarada ve etrafindaki saglikli hicrelerde travmaya sebep olmamali,
ekstraselllar matriksin (ECM) fiberli yapisina benzer oOzellikler géstermeli, mekanik
dayanimi  ve esnekligi saglikli deriye uygun olmali, skar doku olusumunu

azaltmali/engellemelidir [7], [8].

GIA’nin (Global Industry Analysts, Inc.) yapmis oldugu arastirmaya gore; kiiresel 6lgekte
yara bakimi Uriinleri pazarinin 2014 yilinda 7.53 milyar dolar oldugu ve bu rakamin 2020
yilina kadar % 4.5’lik bir biyime ile 10.16 milyar dolara ulasacagi 6ngorilmektedir [9].
Yara bakim d{rinlerinin ekonomik ve ulasilabilir olmasi kolay ve wucuz Uretim
yontemlerinin kullanilmasiyla miumkindir. Elektro-egirme teknigi genis bir kullanim
alani olan, kolay ve hizli Giretim saglayan oldukga avantajli bir yontemdir. Elektro-egirme
ile ECM’'nin yapisini taklit edebilecek fiberli yapida gézenekli membranlar tretilmektedir
[10], [11]. Membran Uretilmesi icin gereken dizenek yliksek voltaj kaynagi, pompali
besleme Unitesi, cam bir kabin ve kolektérden (toplayici) olusmaktadir. Eriyik ya da
¢cozelti halindeki polimer ¢ozeltisi lastiksiz bir siringa icerisinde besleme Unitesine
yerlestirilir ve 10-50 kV voltajin etkisiyle nano ve ya mikro kalinlikta fiberler halinde
kolektorde toplanir. Ayni diizenekte polimer ¢ozeltisinin icine aktif maddeler katilarak
biyoaktif 6zellik kazandirilmaktadir. Basit elektro-egirme prosesine ek bir besleme
unitesi koyularak karsilikli iki polimer ¢ozeltisinin ayni kolektérde toplanmasi mimkin

olmaktadir [11], [12].



1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda Poli(Laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ile elektro-egirme islemi
sonucunda nano kalinlikta liflerden olusan bir yara orti malzemesinin Uretilmesi ve
Uretilen malzemeye CAPE molekilleri yilklenerek antioksidan, antibakteriyel ve
antifungal o6zellik kazandirnlmasi amagclanmistir. iki farkli emdirme yéntemi olan
damlatma ve puskirtme ile CAPE vyiklenen yara oOrti malzemelerinin  FTIR
spektrumundaki IR titresim bantlarinin siddeti, XRD analizi, etken madde yiikleme verimi
ve CAPE salimi agisindan farkliliklari incelenmistir. Bu gcalisma ile birlikte; literatiirde ilk
kez PLGA nano liflere CAPE ylklenmistir ve ilk kez CAPE yikli PLGA nano liflerin

antimikrobiyal aktivitesi incelenmistir.

1.3 Hipotez

PLGA ile (Uretilen ve nano kalinlikta liflerden olusan malzemeye literatiirde
antimikrobiyal, antifungal, antioksidan ve yara iyilesmesine yardimci 6zellikleri bilinen
CAPE molekdlleri yiklenmistir. Yikleme islemi puskirtme ve damlatma olmak Uzere iki
farkli emdirme yontemiyle yapilmistir. CAPE, polimer c¢ozeltisine katilmayip sonradan
emdirme ile yiklendigi i¢in hizli bir salim gostermesi, antimikrobiyal 6zelliginin ylksek
olmasi ve potansiyel bir yara orti malzemesinden istenen ozellikleri karsilamasi

beklenmektedir.



BOLUM 2

YARA iYILESMESi VE YARA ORTULERI

2.1 Yaralyilesmesi

Yara iyilesme siireci i¢ ice ge¢mis bir dizi asamadan olusan karmasik bir strectir. Yara
iyilesmesinin anlasiimasi igin 6ncelikle vicudumuzdaki en biyik yapi olan derinin ve

iyilesme sirecini tetikleyen yara olusumunun incelenmesi gerekmektedir.

Deri omurgali canlilarda viicudun dis kismini kaplayan ve epitel hicrelerden olusan
yumusak bir dokudur. Derinin koruma, diizenleme ve duyu olusumunu saglama olmak
Uzere Ug¢ temel gorevi vardir. Sicaklik, basing, radyasyon gibi tim dis faktorlere karsi
vicudu koruyan deri, ayni zamanda i¢ organlarin glivenli bir sekilde fonksiyonlarini
yerine getirmesi icin uygun ortami olusturmaktadir. Viicut ici dengeyi sabit tutarak
disaridan gelen uyaranlarin organlarin isleyisini bozmasini engellemektedir. Deri, bes
duyudan biri olan dokunma duyusunun olusmasini saglayan bir yapidir. Dokunma
duyusu tim omurgali canlilarin hayatta kalma ve yasadiklari ¢evreyi tanimlamalan

acisindan ¢ok 6nemli bir 6zelliktir [13], [14].



Epidermis

Dermis

Kil Kokii
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Kan Damarlan

Bag Dokusu

Sekil 2.1 Deri yapisinin sematik olarak goésterimi [13]

Sekil 2.1’de goruldugi gibi deri; epidermis, dermis ve hipodermis adi verilen
tabakalardan olusmaktadir. Epidermis derinin en dis kismidir ve i¢ tabakalarn koruyan su
gecirmez bir bariyerdir. Deriye rengini veren melatonin pigmentini Greten melanosit
hicreleri  epidermiste bulunmaktadir. Dermis tabakasi; epidermisin altinda
bulunmaktadir ve bag dokusu, ter bezleri ve kil kdklerini icermektedir. Hipodermis ise
deri alti dokusu olarak da bilinmektedir. Deri alti tabakasinda bag doku hiicrelerinin yani
sira yag dokusu da bulunmaktadir. Hipodermis, icerdigi yag dokusuyla 1s1 izolasyonunu
saglarken ayni zamanda i¢ organlar i¢cin yumusak bir koruyucu goérevi Ustlenmektedir

[13], [14].

2.1.1 Yara Turleri

Yara; disaridan bir etki sonucu veya viicuttaki bir hastalik sebebiyle deri ve doku
bitinlGgunin bozulmasi durumudur. Yaralar fiziksel ya da kimyasal bir etmenin deriye
zarar vermesi sonucu olusabildigi gibi vicuttaki bir bozukluk sebebiyle de meydana
gelebilmektedir [15]. Akut yaralar; kendiliginden iz birakmadan iyilesen, genelde basit
bir pansuman tedavisi gerektiren ve glinliik hayatta cok sik karsilasilan yaralardir. Kronik
yaralar ise; kendiliginden iyilesmesi mimkiin olmayan, kalici hasarlar birakan, yara izi

denilen skar doku olusumuna sebep olan ve canli yasamini ciddi derecede etkileyen yara



turleridir. Kronik yaralar uygun bir tedavi yontemiyle iyilestirilse bile zaman igerisinde
yara olusumuna sebep olan etmenlerin devam etmesi durumunda yeniden
olusabilmektedir. Genellikle 6-8 hafta boyunca iyilesmeyen yaralar kronik yara sinifinda
incelenmektedir. Klinik vakalarda en ¢cok rastlanan kronik yaralar; diyabetik tlserler, basi

yaralari, venoz Ulserler, arterial Ulserler ve ileri derece yaniklardir [16].

2.1.1.1 Diyabetik Yaralar

Diinya’da her gecen yil artan diyabet hastalarinin sayisina bagl olarak diyabet yaralan
da 6nemli bir saglk sorunu haline gelmektedir. Diyabet tek basina yara olusumuna
sebep olmasa da olusan bir yaranin kronik hale gelmesinde en etkili sebeplerden biridir.
Diyabet hastalarinin yaridan fazlasinda periferal néropati denilen sinirlerin hasar
gormesi durumu gerceklesmektedir. Periferal noropati, cildin tahribatini arttirarak
hastanin mikroplara karsi savunmasiz hale gelmesine sebep olmaktadir. Enfeksiyon riski
yukselen hastada 6nemsiz gorilebilecek bir yara, hastaya bacagini kaybettirecek hatta
hastanin 6limiyle sonucglanabilecek kadar ciddi bir hal alabilmektedir. Kan sekerinin
anormal seviyede olmasi, kan hiicrelerinin yara bolgesine ulasmasini yavaslatmaktadir.
Bunun sebebi de periferal ndropati sonucunda sinyal iletim yolaklarinin hasar gormesi
ve bunun sonucunda hiicre goclinii tetikleyen sinyallerin kan hiicrelerine gec
ulasmasidir. Diyabet vyaralarinin tedavisinde etkili bir yara bakim Griininin

kullanilmasinin yani sira kan sekerinin de dengelenmesi olduk¢a 6nemlidir [16], [17].

2.1.1.2 Basi Yaralari

Bas! yaralan viicudun belli bir bolgesinin sirekli olarak agirliga maruz kalmasiyla
meydana gelmektedir. Yatarak tedavi géren hastalarda yatak yarasi adiyla bilinen ve
hastalarin uzun siire ayni pozisyonda kalmalar sonucu olusan yaralar da basi yaralan
olarak bilinmektedir. Basinca maruz kalan dokuda kan akisi yavaslamakta bu da doku
olimine sebep olmaktadir. Olusan yaraya hiicre goclinin yavas gerceklesmesi de
yaranin derinligini zamanla arttirmakta ve ciddi bir saglik sorununa déniismektedir. Basi
yaralar, basinca sebep olan etmen ortadan kaldinldiginda genellikle iyilesmeye
baslamaktadir. Bazi basi yaralar erken midahale edilmediginden basin¢ ortadan

kaldirlsa bile etkili bir tedavi yontemi gerektirmektedir. Bu tiir basi yaralarinin hiicre



goclnl hizlandiran, doku yenilenmesine katkida bulunan yara bakim Urinleriyle tedavi

edilmesi gerekmektedir [18].

2.1.1.3 Venoz Ulserler

Venoz llserler genellikle bacaklardaki toplardamarlarda basincin artmasina bagli olarak
gelismektedir. Obezite sebebiyle bacaklardaki yik orani yiksek oldugundan
toplardamarlardan kalbe kan ulastiran pompalama sistemi bozulmaktadir. Bunun
sonucunda da epitel hiicreler zayiflamakta ve yara olusumuna acik hale gelmektedir.
Venoz llserlerin tedavisinde hastanin viicut agirliginin distiriilmesi boylece bacaklardaki

basincin azaltilmasi hedeflenmektedir [19].

2.1.1.4 Arterial Ulserler

Arterial Ulserler, venéz Ulserlere benzemekle birlikte atar damarlarda olusan hasar
sonucu meydana gelmektedir. Arterial Ulserleri, kalp ve damar hastaliklarina bagli olarak
gelismektedir. Damarlarda hasar meydana gelmesi dokulara yeterli kan gitmemesine
sebep oldugundan yara olusumunu tetiklemektedir. Disaridan bir etmenle olusan yaraya
yeterli kan akisi saglanamadigi icin iyilesme sireci haftalarca slrmektedir. Arterial
yaralarin tedavisinde damar bitinligliinin bozulmasina sebep olan hastalik tedavi
edilmelidir. Yara bakimi igin ise uygun yara ortisu kullanilarak kombine bir tedavi ile

iyilesme sirecine katki saglanmalidir [20].

2.1.1.5 Yaniklar

Yanik; i1s1, kimyasal, radyasyon, glines isini, elektrik vb etmenlerin deriye zarar vermesi
olarak tanimlanmaktadir. Birinci derecede yaniklar, derinin en dis tabakasi olan
epidermiste gerceklesen, hafif agriya ve kizarikliga sebep olan yaniklardir. Birinci
derecede yaniklarda dermis tabakasi etkilenmezken, genellikle pansuman ve ilag
tedavisiyle veya kendiliginden iyilesme goézlenmektedir. ikinci derecede yaniklarda
epidermisle birlikte dermis tabakasi da zarar gérmektedir. ikinci derecede yaniklar uzun
sureli agr, kizanklik ve deride sivi dolu kabarciklarin olusuma sebep olmaktadir. ikinci
derecedeki yaniklarin tedavisinde antibiyotik iceren kremler, agry1 azaltmaya yardimci

ek ilaglar ve uygun yara ortileri kullanilmaktadir. Uciincii derecede yaniklarda ise; doku



hasari en alt tabakadaki bag dokuya kadar ulasmaktadir. Bu tir yaniklar, siddetli yangi
ve agn, yuksek enfeksiyon riski, hasta yasaminin tehlikeye girmesi gibi sonuclar da
beraberinde getirmektedir. Ugiincii derece yaniklar, yaradan sizan ve eksuda adi verilen
siviyi emebilen, antimikrobiyal o6zellikte yara ortileriyle ve damar yoluyla verilen
antibiyotiklerle tedavi edilmektedir. Uglincii derece yaniklar sonucunda iyilesme siireci
tamamlansa bile deride skar doku denilen ve normal deriden daha dayaniksiz bir yapi
kalmaktadir. Skar doku ¢evresel faktorlere karsi saglikl deri kadar dayanikli olmadigi gibi

estetik acidan da istenmeyen bir goriintl sergilemektedir [21], [22].

2.1.1.6 Cerrahi Yaralar

Cerrahi bir islem sonrasi s6z konusu bolgede kalici yaralar olusabilmektedir. Cerrahi
yaralar mudahale edilmediginde veya i¢ organlarda oldugu icin fark edilmediginde
giderek kronikleserek tedavisi zor vakalara donlismektedir. Cerrahi bolgede enfeksiyon
gerceklesirse bu durum vyillar siren maliyetli bir tedavi gerektirmektedir. Cerrahi
yaralarda enfeksiyon riskini azaltan en 6nemli faktorlerden biri ameliyat prosediri
tamamlandiginda bolgenin etkili bir yara orti malzemesiyle kapatilmasidir. Cerrahi
yarada kullanilan yara ortlisii antimikrobiyal Ozelligi ile ameliyat edilen bolgede
enfeksiyon olusmasini engellemelidir. Ayrica yara ortlsl biyobozunur 6zellikte olursa
yaranin tekrar acilip 6rtiintin alinmasina gerek kalmamakta boylece hasta konforu en Ust

diizeyde tutulmaktadir [23], [24].

2.1.2 VYara iyilesme Evreleri

Yara iyilesmesi; vicutta gerceklesen normal sireclerden biridir ve kanama, yangi,
¢ogalma ve yeniden yapilanma olmak Ulzere dort fazdan olusmaktadir. Bir yaranin
basarili bir sekilde iyilesmesi bu fazlarin en uygun sartlarda ve siirede gerceklesmesine
baglidir. Yara iyilesme evreleri birbirine bagli ve siire acisindan da ic ice gecmis sekilde
devam etmektedir (Sekil 2.2). Bu evrelerden herhangi birinin normalden uzun sirmesi
veya gerceklesmemesi yaralarin kroniklesmesine sebep olmaktadir. Yara bakimi ile ilgili
yapilan tim tibbi midahaleler ve lretilen malzemelerin amaci bu evrelerin sirasiyla ve

dogal siresinde gerceklesmesine yardimci olmaktir [25].
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Sekil 2.2 Yara iyilesme evreleri [25]

Yara iyilesmesinin tim evreleri; trombositler, bagisiklik sistemi hiicreleri, sitokinler,

bliyime faktorleri, matriks metaloproteinazlar ve onlarin inhibitorlerinin de icinde

bulundugu bircok etmen tarafindan dizenlenmektedir. Cizelge 2.1’de yara iyilesme

evrelerinde goérev alan baslica hiicre tipleri ve gérevleri 6zetlenmistir [26], [27].

Cizelge 2.1 Yara iyilesmesinde rol alan hiicre tipleri ve gorevleri

Hiicre Tipi

Gorevleri

Makrofajlar

Cok sayida lizozoma sahip tek cekirdekli hiicrelerdir. iclerindeki

lizozomlarda

fagositik  enzimler vardir. Bu  enzimlerle

mikroorganizmalarn ve 6lU hicreleri uzaklastirmada gorev alirlar.

Monositler | Kanda gezgin halde bulunan makrofajlardir. Sitokinlerin kaynagidir.
Fibroblastlarin gogalmasini ve kollajen sentezini diizenler.
Notrofiller | Kemik iliginde olusturulur ve gerektiginde hemen kana gecerler.

Yabanci maddeleri ve doku artiklarini hizla temizlerler. Yaralanan

bolgeye gelen ilk hiicreler notrofillerdir.




Cizelge 2.1 Yara iyilesmesinde rol alan hiicre tipleri ve gorevleri (devami)

Trombositler | Kan pihtilasmasinda goérevlidir. Yangi evresinin baslamasi igin ilk

uyaricidir. Sitokinlerin Giretiminde goérev alir [28].

Fibroblastlar | Bag dokusunda en cok bulunan hiicrelerdir. Gorevi bag dokusu
liflerini ve hiicrelerarasi siviyl sentezlemektir. Bélinemezler. Yara
esnasinda fibrin dokunun olusturulmasi icin 6zellesmis fibroblastlara

miyofibroblast adi verilmistir [25], [28].

Lenfositler Gorevi tam olarak bilinmemekle birlikte sitokinlerin Uretiminde goérev

aldigi dustnilmektedir.

2.1.2.1 Pihtilagma Evresi

Pihtilagma evresi; damar bitlnliginin bozulmasi sonucu yaradan kan sizmasi ile
baslamaktadir. Hiicrelerarasi yapisal baglantilarin kopmasi, pihtilasma ve damar
duvarlarinin daralmasi siireclerini baslatmaktadir. Boylece ortamda trombosit birikmesi

gerceklesmekte ve kan kaybi azaltilmaktadir [26], [29].

Trombositler ekstraselular matrikste bulunan Selektin ve integrin reseptérlerine
baglandiginda degraniile olarak; tromboksanlar, prostaglandinler, seratonin, fibrinojen,
fibronektin, trombosit kaynakli blylime faktorii (PDGF), epidermal bliylime faktori
(EGF), transforme edici bliyiime faktorii 1 (TGF B1) bulunan bir¢cok faktori aktif hale
getirmektedirler. Bu faktorler yara bolgesinin lzerinin kapatilmasinda gérev almakta ve

diger basamaklardaki hiicresel yanitlar diizenlemektedirler [28].

2.1.2.2 Yangi Evresi

Kanama kontrol altina alindiginda sira yara yataginin temizlenmesine gelmektedir.
Yangi, bagisiklik sisteminin bir cevabi olup yara enkazi denilen 6lU hicrelerin ve
mikroorganizmalarin yok edilmesini icermektedir. Erken yangi evresinde; kan akisiyla
birlikte ortama notrofil gocli gerceklesmektedir. Notrofiller yara bolgesindeki yabanci
maddeleri ve bakterileri proteolitik enzimler salgilayarak yok etmeye baslar. Eger yara

yluzeyi enfekte degilse bir slire sonra nétrofiller yok olur. Enfeksiyonlu yaralarda ise
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iyilesme siireci boyunca nétrofil faaliyeti devam eder. Geg evrede ise; noétrofil sayisi
azalirken makrofaj ve monosit sayisi artis gostermektedir. Makrofajlar yabanci cisim ve
debris yani yara enkazini yok eder. Ayni zamanda makrofajlar graniilasyon dokusunun

olusumunda gorev alan faktorlerin salimini saglar [25], [28].

2.1.2.3 Cogalma Evresi

Yara iyilesmesinin Gglincl evresi olan ¢ogalmada; yara ylzeyi yeni epitelle kaplanmakta,
damar butlnlGglu yeniden kazanilmakta ve yeni bag dokusu ile yara onarilmaktadir.
Cogalma evresinde epitel hiicreler cogalir, kollajen sentezlenir, damarlasma artar ve
hiicrelerarasi sivi olusumu sinirlandinlir. Yangi olusumda artan hicrelerarasi sivinin
¢ogalma evresinde sinirlandiriimasinin sebebi bagisiklik sistemi hiicrelerinin daha az
Uretilmeye baslanmasidir. Yara iyilesmesinde epitelizasyon denilen epitel hicre
cogalmasi yaralanmadan sonraki 24-48 saat icinde baslamaktadir. 3-4 glin icerisinde ise
granilasyon dokusu olusmaktadir. Granililasyon dokusu kilcal damarlardan ve yeni
olusmus bag dokusundan meydana gelen ve hicreler arasi sivinin yarada olusan farkl
bir formudur. Fibroblastlar ve bagisiklik sistemi hicreleri de granilasyon dokusunda
mevcuttur. Damarlasma ve bag dokusu olusumu, yeni hiicreler arasi siviyi olusturmak
icin es zamanli olarak gerceklesir. Yeni kilcal damarlar olusturularak yaralanma sirasinda
kesilen damarlarla birlestirilmekte bdylece yara yatagina oksijen ve besin ulasmasi
saglanmaktadir. Damarlasma, stabil bir sekilde duran endotel hiicrelerinin biylme
faktorleri tarafindan uyarilmasiyla baslamaktadir. Damarlasmayl saglayan bilylime
faktorleri; yarali endotel hiicreleri, makrofajlar, fibroblastlar ve keratinositler tarafindan
Uretilmektedir. Damarlasmada goérev alan en 6nemli blylime faktori olan vaskiler
endotel biuyume faktort (VEGF); yeni damar olusumunun yani sira kok hiicreleri yara

yatagina cekerek endotel hiicrelerine farklilasmalarini da saglamaktadir [25], [28].

Cogalma evresi tamamlanana kadar bakteriyel ve fungal enfeksiyon riski devam
ettiginden steril bir yara bakimi yapilmasi ve yara ortist kullanimi yara iyilesmesinde

oldukca 6nemli bir gereksinimdir [25], [28].
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2.1.2.4 Yeniden Yapilanma Evresi

Yara iyilesmesindeki son evre yaralanmadan yaklasik 21 giin sonra baslayan ve 1 yila
kadar devam edebilen yeniden vyapilanma evresidir. lyilesme sirasinda normal
kollajenden daha zayif olan tip Il kollajen olusmaktadir. Bu evrede tip Il kollajen yerini
dermis dokusunda normal olarak bulunan tip | kollajene birakmaktadir. Olusan yeni
kollajen ¢cekme mukavemeti ylksek bir kollajendir fakat dayaniklihgl zamanla artsa bile
saghkh dokunun ancak % 80’i kadar bir mukavemet saglayabilir. Yapilanma sonucu
olusan yeni doku elastin liflerden yoksun oldugu icin saglikli doku kadar esnek olmayan
skar doku (yara izi) olusmaktadir. Yeniden yapilanma evresi hiicreler arasi matriksin
fibroblastlar tarafindan dizenlenen sirekli bozulup yeniden yapilma sireclerini
icermektedir. Bu siiregler arasindaki bir dengesizlik iyilesmeyi geciktirebilmektedir [25],

[26].

Yeniden yapilanma evresinde yara bolgesinin etrafindaki keranositlerin sayisinda artis
gorilmektedir. Keranositlerin ¢ogalmasi (proliferasyonu) ve goc¢ etmesi biylme
faktorleri aracihigiyla olur. Hiicreler arasindaki desmozomlarin kopmasiyla epidermis ile
dermis arasindaki baglanti bozulur. Bu olay yaralanma sirasinda bozulan derinin
katmansal diizeninin yeniden saglanmasi icin gereklidir. Yeniden yapilanmanin sonlarina
dogru hiicreler arasi matriks son halini alirken keranositler de yara yizeyini 6rtmek lizere
birbirlerine baglanmaktadirlar. Bu evrenin sonucunda yara tamamen kapanmakta ve
saglikli deriden dayaniklilik ve goriinti bakimindan farkli olan skar doku olusmaktadir

[25], [26].

2.2 YaraOrtileri

Her yara tiru icin farkh oOzelliklerde yara oOrtlist kullanilmasi gerektiginden yaranin
taninmasi ve yara icin en uygun olan yara ortlslnin secilmesi, yaranin en iyi ve dogru
sekilde iyilesmesi yoniinden énemlidir. Bir yara Ortlisi yaranin tiirii ve durumuna gore
yara iyilesmesini olusturan kosullar en Ust dizeyde saglamalidir [30]. Glnimuze kadar
yara bakimi amaciyla bircok bitkisel ve hayvansal kaynakli madde kullanilmistir.
iceriginde degisik etken maddeleri barindiran ve hazir olarak iretilip kullanima sunulan

yara bakim uriinlerinin kullaniminin ise son 20 yildir artis gosterdigi bilinmektedir [2].
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Yara ortileri genel anlamda geleneksel ve modern olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir.
Yaranin kapatilmasi, yaradan sizan kanin ve yara sivisinin emilmesi gibi ihtiyaclar
karsilayan fakat konfor acisinda eksiklikleri fark edilmis olan malzemelere ‘geleneksel
yara ortlleri’ denmektedir. Glnimizde yaygin bir sekilde kullanilan ve bilimdeki
gelismelerle yeni 6zellikler eklenmeye devam edilen malzemelere ise ‘modern yara
ortileri’ adi verilmektedir. Pamuk ve silikondan Uretilmis olan ortiiler geleneksel ortiler
sinifinda incelenmektedir. Modern yara ortiist Uretimi alaninda yapilanilk ¢calisma 1960’
It yillarda yaranin nemli tutulmasi amaciyla yapilan yara ortlisii tasarimidir. Bu ¢alisma
modern yara ortllerinin Gretiminin baslangici sayllmaktadir. Daha sonraki tarihlerde
hidrokoloid, aljinat, poliliretan képukler ve hidrojel ortiler tasarlanmistir ve glinimiizde

de kullaniimaktadir [1].

Etkili bir tedavi icin yara ortllerinde aranan baslica ozellikler vardir. Bu 0Ozelliklerin
saglanmasiyla hastaya daha iyi bir yasam standardi sunulmasi hedeflenmistir. Yara
ortlisiinde aranan ozellikler yaranin gesidine gore degisiyor olsa da genel olarak yara-

yanik 6rti materyallerinde istenen ozellikler asagidaki gibidir:
e Yara iyilesmesini hizlandirmali,
e Kan pihtilasmasina yardimci olarak kanamayi durdurmali,

e Yaraya nemli ortam saglarken ayni zamanda olusan fazla siviyi (eksudayi)

absorblamali,
e Koku olusumunu o6nlemeli,
e Yara ylzeyinin sicakligini korumali,
e Antimikrobiyal olmali,
e Biyobozunurluk hizi yara iyilesme siirecine uygun olmali,
e Oksijen degisimine izin vererek hiicre gociine ve bolinmesine yardimci olmali,
e Skar doku olusumunu 6nlemeli,

e Kendisi ve parcalanma Urlinleri immin cevabi tetikleyecek toksik maddeler

icermemeli,
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e Pansuman degisimi sirasinda vyaraya zarar vermemeli ve hastaya aci

hissettirmemeli,
e Yara kenarindaki ciltte travma ve doku hasarina neden olmamali,
e Agnyi azaltmali,

e Kolay bulunan, uygulanmasi basit ve ekonomik acidan uygun bir Griin olmalidir

[25], [31], [32], [33], [34], [35].

Ayrica EWMA (Avrupa’ da Yapilan Ulusal Yara Bakimi Kongresi) yara ortileriyle ilgili
‘TIME’ adi verilen bir iyilesme stratejisi tanimlamistir [34]. Bu stratejiye gore bir yara

ortistniin kullanimiyla tedavi siireci soyle gelismektedir:

Yaranin temizligi (Tissue management)

e Koloni olusumunun engellenmesi ve enfeksiyonlarin yok edilmesi (Infection or

inflammation)
e Nem dengesizligine karsi yaranin nemlendirilmesi (Moisture imbalance)

e Epitel doku olusumuna destek vermesi (Epithelialization support)

2.2.1 Geleneksel Yara Ortiileri

Gazli bez, tiftik, siva, bandaj (dogal veya sentetik) ve pamuk yini gibi geleneksel yara
pansuman Uriinleri kuru olup, yarayr kontaminasyondan korumak igin birincil veya ikincil
pansuman olarak kullanilmaktadirlar. Pamuklu, suni, polyesterli dokuma ve dokuma
olmayan elyaflardan yapilmis gazli bezler bakteriyel enfeksiyonlara karsi bir ¢esit koruma
saglar. Bazi steril gazl bez pedleri, sahip oldugu liflerin yardimiyla, acik bir yara icindeki
atiklan ve sivilart emmek icin kullanilir. Bu pansumanlar sik sik degisiklik gerektirdiginden
uzun sireli kullanim agisindan uygun goriilmemektedir. Maliyet agisindan uygun olan bu
tlr ortller asirt yara sivisi nedeniyle, nemlenmekte ve vyaraya yapisma egilimi

gostermektedir [32].

Geleneksel yara ortlsl olarak piyasada bulunan Uriinlerden biri olan Xeroform™ hafif
yaralarda sizintiyi 6nlemek igin kullanilan %3 oraninda Bizmut tribromofenat iceren
vazelinli gazl bezdir. Bactigras, Jelonet, Paratulle gibi ticari tlil pansumanlar, yilizeysel bir

yaranin temiz tutulmasi icin kullanilan tul ortilere 6rnektir [32].
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Geleneksel pansumanlar genellikle, hafif eksuda seviyelerine sahip temiz ve kuru yaralar
icin ikincil pansumanlar olarak kullanilir. Geleneksel pansumanlar yaraya nemli bir ortam
saglayamadigindan, daha gelismis formilasyonlara sahip modern pansumanlarin

gelistirilmesine gerek duyulmustur [31].

2.2.2 Modern Yara Ortiileri

Modern yara ortileri, yalnizca yarayl kapatma gorevi yerine ayni zamanda iyilestirmeyi
hizlandirmak (zerine gelistirilmistir. Yaranin tiriine ve hastanin 6zelliklerine bagli olarak
piyasada sayisiz cesitte Urlin bulmak mimkindir. Modern yara ortileri genellikle
sentetik polimerlerden Uretilmektedir ve biyoaktif Griinler olarak siniflandinimaktadir.
Biyoaktif yara ortileri gazli bez ve til pansumanlar gibi ekonomik degillerdir. Buna
karsilik strekli degistirme gerektirmezler ve yaraya yapismadiklar igin degisim sirasinda
travmaya sebep olmazlar. Genellikle antimikrobiyal 6zellige sahiptirler. Transparan
filmler, hidrojeller, hidrokolloidler, koptkler, aljinatlar, blylime faktorl icerenler,
antimikrobiyal 6zellikte olanlar ve nano liflerden olusanlar; modern yara ortiist sinifinda

incelenen birgok yara ortlsi tiriinden bazilandir [32].

2.2.3 Transparan Filmler

Transparan film seklindeki yara ortileri, yaradan su buhari, O2 ve CO2 iletimini saglayan
ve ayrica bakterilerin yara yatagina girisini engelleyen saydam malzemelerdir. Genellikle
politiretan, naylon veya yapiskan polietilen gerceveli naylondan Uretilmektedir. Yalnizca
naylondan yapilan film értiler sinirl emme kapasitelerinden dolayi yliksek miktarda sivi
Ureten yaralarda kullanilmamaktadir. Naylon ortiiler buna karsilik cok esnektir ve

vicudun her boélgesine rahatlikla uyum saglamaktadir [32], [35].

Seffaf filmlerin diger yara ortiilerine gére en 6nemli avantaji ortlinlin ¢ikarilmasina gerek
kalmadan yaranin muayene edilebilmesi ve iyilesmesinin izlenebilmesidir. Bu nedenle
eksuda Uretimi dusik olan yaralarda rahatlikla kullanilabilmektedir. Ticari olarak
piyasada bulunan transparan film ortilere Opsite™, Tegaderm™, Biooclusive™ 6rnek
verilebilir. Bunlarin yapiskanhgi, buhar gecirgenligi, biyouyumlulugu ve esnekligi

Uretildikleri malzemeye gore degiskenlik gostermektedir [31].
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2.2.4 Hidrojeller

Hidrojeller, polimetakrilatlar ve polivinil pirolidin gibi sentetik polimerlerden yapilmis
hidrofilik malzemelerdir. Yumusak ve esnek yapilarnyla iyilesmeden sonra yaraya zarar
vermeden kolayca sokilebilirler. Hidrojellerin yaralanmadan dolayr artan sicakhgi
duslirme 6zelligi vardir. Bu 6zellikleriyle yara bolgesini sogutarak agrinin hafiflemesine
yardimci olurlar [31]. Timothy Thomson 2001 yilinda almis oldugu bir patentte enfekte
olmus agir yaralarda hidrojel ortilerin yara iyilesmesinin dort asamasina da uygun
oldugunu bildirmistir [36]. Hidrojel ortiiler tahris edici degildir, biyolojik doku ile
reaksiyona girmez ve metabolitlere karsi gecirgendir. Bircok arastirmaci, hidrojel
pansumanlarinin kronik bacak Ulserlerini tedavi etmek icin uygun oldugunu bildirmistir
[37], [38], [39]. Hidrojel ortilerin olumsuz yanlari ise koti koku olusuma engel
olamamasi ve disik mukavemetleri ylziinden kolay pargalanmasidir. Intrasite™, Nu-

gel™, Aquaform™ ticari olarak satilan hidrojel yara ortilerine 6rneklerdir [32].

2.2.5 Hidrokolloidler

Hidrokolloid yara ortiileri, en yaygin kullanilan modern yara ortilerindendir ve iki
tabakadan olusmaktadir. i¢c kisimda kolloidal tabaka dista ise su gecirmez bir bariyer
bulunmaktadir. Bu ortiler, jel olusturucu ajanlarin (karboksimetilseliiloz, jelatin ve
pektin) elastomerler ve yapistiricilar gibi materyallerle kombinasyonundan olusur.
Hidrokolloidler su buharina gecirgendir, ancak bakterilere karsi gecirimsizdir ve ayrica
yara sizintilarint emmektedir [34]. Yara eksudasiyla temas ettiginde jel olusturarak
eksudayl emer ve nemi muhafaza ederek grantilasyon dokusunun korunmasina yardimci
olur. Cikarilma esnasinda agriya sebep olmaz bu yizden 6zellikle ¢ocuklardaki yaralarda
kullanima uygundur. Orta derecede eksuda iceren yaralarda etkili olmakla birlikte
yuksek eksudali yaralarda tercih edilmemektedir. Granuflex™, Comfeel™ ve Tegasorb™

ticari olarak en gok bilinen hidrokolloid yara ortleridir [32].

2.2.6 Kopiik Ortiiler

Kopuk ortiler yapiskan cerceveleri olan hidrofilik ve hidrofobik kdpukten yapilmaktadir.
Dis katmanin hidrofobik 6zelligi yarayi islanmaktan korurken gaz alisverisine ve su buhar

giris-cikisina izin verir. Silasyik adi verilen silikonlu kauguk kopukler yaraya
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uygulandiginda yaranin seklini alir ve kalinligina bagh olarak yara sivisini absorbe eder.
Kopuk ortiler yiksek eksudali yaralar i¢cin en uygun yara ortileridir. Kopuk ortilerin
dezavantaji 6l dokulart uzaklastirma 6zelliginin bulunmamasi ve sik sik degistirmeye
gereksinim duymasidir. Ayrica eksudasi az olan yaralarda kullanima uygun degildir ¢clinki
gorevini yapabilmesi icin siviya ihtiya¢ duyar [31], [36]. Ticari koplk ortilerine

Lyofoam™, Allevyn™ ve Tielle™ Urlinleri 6rnek verilebilir.

Kopuk ortiler, bazi vakalarda negatif basingla yara tedavisinde de kullanilmistir. Negatif
basing tedavisi yarali bolge bir kopik veya transparan film ortliyle kapatilip devamli veya
aralikh olarak negatif basin¢ uygulanarak yapilmaktadir. Béylece yaradan sizan sivi

alinmakta ve yaranin hijyenik olmasi saglanmaktadir [40].

2.2.7 Aljinatlar

Aljinat dogal polimer bir malzeme olup aljinik asitin sodyum ve kalsiyum tuzlan ile
kahverengi alglerin Urettigi anyonik bir polisakkaritten olusmaktadir. Biyobozunur
oOzelligi sayesinde yara ve yanik tedavisinde kullanilmaktadir. Aljinat ortilerin hiicresel
cevapta etkili oldugu ve boylece yara iyilesmesinin uyarilmasini tetikledigi kesfedilmistir
[41]. Thomas ve arkadaslan yapmis olduklar bir calismada aljinatin enflammatuar
sinyalleri baslatan TNF-a UGretmek Uzere makrofajlan aktive ederek iyilesme sirecini
hizlandirdigini bildirmistir [42]. Aljinat yara ortlleri yaraya uygulandiginda, aljinatta
bulunan iyonlar kana gecer ve bu durum koruyucu bir film olusmasini saglar. Aljinatlar
kuru yaralar icin 6nerilmemektedir ¢linkli yaranin kurumasina sebep olmaktadir. Bu
dezavantajin asilmasi icin ikinci bir yara ortlisi ile birlikte kullanilmasi gerekmektedir.
Sorbsan™, Kaltostat™ ve Algisite™ ticari olarak bulunan aljinat ortllere birka¢ 6rnektir

[32].

2.2.8 Biiyliime Faktorleri

Normal bir yara iyilesmesi; bliyiime faktorleri, sitokinler ve hiicreler arasi matriks
arasindaki hassas bir dengeye bagli olarak gelismektedir [2]. Blylime faktorleri ve
sitokinler yara iyilesmesinde ‘sifre tasiyici’ olarak rol oynamaktadir. Bu maddeler
membran reseptorleri araciligi ile hedef hiicreye 6zel biyokimyasal mesajlar tasimaktadir

[43]. Buylume faktorleri endokrin, parakrin ve otokrin tarzda etki yaparlar. Parakrin
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faktorler bir hiicre tarafindan salinip, cevredeki farkli hiicreleri de etkileyen maddelerdir.
Otokrin faktorler ise salgl yapan hicrenin kendi islevini arttirmaktadir. Bliylime
faktorlerinin islev gormesiyle damar duvarlarindaki bosluklardan kandaki inflamatuar
hicreler yara yatagina gboc etmeye baslamaktadir. Boylece vyara iyilesmesinin
hizlanmasina katki saglanmaktadir. Blylme faktorlerinin azalmasi, iyilesmenin
uzamasina neden olan 6nemli biyokimyasal degisimler arasindadir. Bu ylzden yara
ortulerinin  biyime faktorleriyle desteklenmesi vyara iyilesmesinde o6nemli bir
gelismedir. Blylme faktorleri hormon yapisinda oldugundan bozunmalarn kolaydir ve

uygun kosullarda muhafaza edilmeleri gerekir [44].

2.2.9 Antimikrobiyal Yara Ortiileri

Bakterilerin gesitli tiplerinin bir kronik yaranin ylizeyinde ya da iginde yasamasiyla yara
iyilesmesi gecikmektedir. Bazi ortller saghkli hiicreler igin optimum kosullar saglarken
ayni zamanda bakterilerin bliylimesine de ortam hazirlamaktadir. Bu durumda genellikle
geleneksel bir orti antibakteriyel bilesenlerle takviye edilmektedir [45]. Cesitli
polimerlerden Uretilen yara ortllerine antimikrobiyal ajanlar (antifungal Griinler ve
bolgesel antibiyotikler), kollajen ya da enzim debriding ajanlar emdirilerek

antimikrobiyal 6zellik kazandirilabilmektedir [41].

Antimikrobiyal olma, modern yara ortilerinde aranan en 6nemli 6zelliklerden biridir.
Arastirmalar sonucunda, antimikrobiyal, anti iltihap ve antioksidan 6zellikleri olan bazi
dogal Urlinlerin yara iyilesme sirecini hizlandirdigl sonucuna varilmistir. Yara ortilerinde
antimikrobiyal 6zellik kazandirmak amaciyla daha ¢ok glmis ve gimis bilesikleri
kullanilmistir. GUmis iyonu, gumis silfodiozin, glimls nitrat bunlara érnek verilebilir
[45]. Antimikrobiyal ajan olarak kullanilan diger bir maddenin de bal oldugu
bilinmektedir. Genellikle yanik tedavisinde kullanilan bal emdirilmis ‘Activon Tulle’ adi

verilen yara ortusi buna érnektir [46].

GUmus bilesiklerinin antimikrobiyal aktivitesinin ylksek olmasinin yaninda toksik etkileri
de vardir. Bu yizden onlarin yerine dogal materyallerden elde edilen molekdillerin
kullanimi zamanla yayginlasmistir. Bunlardan biri de arilarin Urettigi propolis maddesinin

etken maddelerinden biri olan Kaffeik Asit Fenetil Esterdir molekiltidur. CAPE, Sekil
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2.3'te verildigi gibi alken baglh katekol grubu ve benzen halkasina bagli etil grubuiceren

bir ester yapisindadir.

HO. S

HO
Sekil 2.3 CAPE’nin molekdl sekli
CAPE, antimikrobiyal 6zelligi ile literatiirde uzun yillardir bilinmektedir. Son yillarda ise
CAPE ile nanopartikiil formulasyonlari gelistiriimeye baslanmistir [47], [48]. CAPE’nin
hiicre ¢ogalmasini ve hiicre goclini tetikleyerek yaranin kapanmasinda olumlu etki ettigi
de bilinmektedir. Yanik yaralarina uygulandiginda yara iyilesmesine yardimci oldugu ve
yanglyi azalttigi gézlemlenmistir [49]. Farkli bir ¢alismada ise CAPE’nin cilt insizyonuna
sahip farelerdeki yarali dokuya uygulandiginda, dokudaki fibroblast hiicrelerinin
Uretimlerini arttirdigi belirtilmistir [50]. E. coli ve S. aureus tirlerinin Gremesini ylksek
oranda durdurdugu ve sitotoksite calismalarinda ise biyouyumlu oldugu gorilmistir
[51]. CAPE vara iyilesmesi acisindan gosterdigi tim olumlu 6zelliklere ragmen nano
liflerle ilgili calismalarda oldukca az yer almistir. Ignatova ve arkadaslarinin 2018’de
yapmis olduklar bir calismada CAPE molekiil, Poli(hidroksi bitirat) polimerinin elektro-
egirilmesiyle elde edilmis nano liflere, polimer c¢ozeltisine katilmak suretiyle
yuklenmistir. S6z konusu calismada antimikrobiyal aktivite testi sivi besi kiltlriinde S.

aureus ve E. coli tlrlerine karsi gerceklestirilmistir [52].

2.2.10 Nano Lifli Yapidaki Yara Ortiileri

Polimerlerden elde edilen liflerin caplari mikrometrelerden nanometrelere distiiglinde
farkh karakteristik 6zellikler ortaya ¢ikmaktadir. Yiiksek ylzey alani/hacim orani, gelismis
yuzey Ozellikleri, bilinen herhangi bir materyal formuna gére daha iyi mekanik
performans gibi 6zellikler bunlardan bazilarndir. Bu 6zellikler nano lifleri pek cok énemli
uygulama alani icin en uygun malzemeler yapmaktadir. Bu uygulama alanlar icerisinde
biyomedikal uygulamalar en dikkat cekici olanlardir. Nano lifler; elektro-egirme, ¢cekim

prosesi, sablon sentezi, faz ayirma islemi ve kendiliginden paketlenme yontemleriyle

19



uretilebilmektedirler. Elektro-egirme yonteminin gelismesi ve yayginlasmasiyla birlikte

nano lif Uretilen diger metodlar daha az kullanilir hale gelmistir [53].

Elektro egirme yontemi ile olusturulabilecek malzemelerde kullanilan polimer ¢esidinin
¢ok fazla olusu, ¢ok gesitli malzeme Uretimine olanak saglamaktadir. Bunun sonucu
olarak bu yontem ile Uretilmis nano fiberlerin kullanim alani da oldukga genis olacaktir.
Ayrica, nano fiberlerden olusturulan yapilarin, birim agirhikta saglanan yiksek alan
ozelligi, yumusak tutumu, iyi mukavemet/birim agirlik 6zelligi ve mikroorganizmalara ve
ince parcaciklara bariyer olusturmasi gibi o6zellikleri, nano fiberlerin bircok alanda
kullanilmasinin baslica sebepleridir. Bu avantajlar, nano fiberlerin bircok endustri
alanina rahatlikla girmesine ve kendisine potansiyel kullanim alani saglamasina izin

vermektedir [54].

Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), nano fiberlerden olusan vyara ortilerinin
Uretiminde oldukg¢a basarili sonuclar alinmis, islenmesi kolay bir polimerdir. Yiiksek
biyouyumlulugu sayesinde Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) ve Avrupa ila¢ Ajansi (EMA)
tarafindan damar veya kas yoluyla viicuda verilmesi acisindan da onaylidir [55]. PLGA,
canli hiicrelerin besinlerden enerji elde etmesini saglayan Krebs dongisiinde kolayca
metabolize olabilen laktik asit ve glikolik asit monomerlerinden olusmaktadir [56] (Sekil

2.4).

Sl ™

CH, X o y

Sekil 2.4 PLGA’nin molekdl sekli

Molekuler agirhgi, kompozisyonu ve yilizey modifikasyonundaki herhangi bir degisim
sayesinde bozunuma ugrama siresinin kolayca ayarlanmasi en biyik avantajlari
arasindadir [55]. PLGA doku miihendisligi uygulamalarinda 6zellikle de yara ortilerinde
tercih edilen bir polimerdir. Bunun sebebi; elektro-egirilmis PLGA fiberlerin icerisine
eklenen aktif maddelerin yara dokusunun kimyasal ve termal ¢evresinden korunmasi ve

kontrollG bir etkinlik gdstermesidir [55], [57], [58]. Bu alanda yapilan bir calismada PLGA
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ile nano kalinlikta lifler Gretilmis ve antimikrobiyal ajan olarak Quercetin molekdil liflere
yuklenmistir.  PLGA’nin  biyouyumlulugu sayesinde epitel hicrelerin malzemeye

tutunarak cogaldigi ve Quercetin molekiilii sayesinde de bakterilerin cogalmasinin

engellendigi rapor edilmistir [59].
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BOLUM 3

ELEKTRO-EGIRME YONTEMI

3.1 Elektro-egirme Yonteminin Tarihgesi

Elektro-egirme elektrostatik temelli bir Uretim teknigi olup nano kalinlikta fiberlerin
Uretilmesi icin en uygun yontem olarak goriilmektedir. Bu teknik sayesinde son derece
uzun, cap dagilimi dizgin ve cesitli sekillerde fiber Uretilmesi mimkiin olmaktadir.
Elektro-egirme yontemi, bir polimer eriyigi veya c¢ozeltisinden olusturulan viskoelastik
jetin  tek eksenli gerilmesine dayanmaktadir. Mekanik g¢ekim yontemiyle
karsilastirildiginda elektro-egirme, daha ince caplarin elde edilmesi yoniinden daha
uygundur. Mekanik ¢ekime benzer sekilde, elektro-egirme de devamli bir prosestir ve

boylece yiksek hacimde malzeme elde edilmesine olanak vermektedir [60].

1934 yilinda Formhals tarafindan yiizey gerilimleri arasindaki elektrostatik itmelerden
faydalanarak filamentlerin Uretilmesine olanak veren bir aparatin icat edilmesiyle
elektro-egirme ile ilgili ilk patent tanimlanmistir. Formhals, s6z konusu patentte
glinimizde kullanilmakta olan laboratuvar ve sanayi 6lcekli cihazlarin alt yapisini ortaya
koymus ve temel galisma prensibini gizimlerle agikga anlatmistir [61]. 1993 yilina kadar
bu teknik elektrostatik egirme olarak bilinmistir ve bu konuda yalnizca birka¢ ¢alisma
yayinlanmistir. 1990’larin  basinda, c¢esitli arastirma gruplarn organik polimerlerin
bircogundan ince fiberlerin Uretilmesi icin bu teknikten faydalanmistir. Ayni yillarda
electrospinning (elektro-egirme) terimi ortaya atilmistir ve su anda yaygin olarak bu
isimle kullanilmaktadir. Yine ayni yillarda bircok teorik ve deneysel calisma literatiire

girmistir [60]. Google Akademik veri tabanindan alinan verilere gore hazirlanan grafige
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bakildiginda son onyilda bu alanda yapilan calismalarin sayisinda siirekli bir artis oldugu

gorulmektedir (Sekil 3.1).

25000 e

20000 A

15000 A

Yayin Sayisi

10000 v

5000 7

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
Yillar

Sekil 3.1 Elektro-egirme hakkindaki akademik ¢alisma sayisinin yillara gére dagilimi

3.2 Calisma Prensibi

Elektro-egirme diizeneginin temel bilesenleri: yiiksek voltaj kaynagi, besleme (initesi ve
bir toplayicidir (Sekil 3.2). Besleme linitesinde bir siringa igerisinde polimer ¢ozeltisi
bulunmaktadir ve bu c¢o6zelti belirli bir hizla itilerek ignenin ucunda damlacik
olusturmaktadir. ignenin ucuna yiiksek voltaj uygulanmasiyla birlikte bu damlacik, yiizey
gerilimi ve elektriksel gig¢ tarafindan uygulanan Colomb kuvvetleri olmak Uzere iki adet
kuvvetin etkisinde kalmaktadir. Elektrostatik kuvvet, ylizey gerilimini yendiginde
damlacik, Taylor konisi adi verilen koni seklinde bir jet haline gelmektedir. Jetin
elektrostatik kuvvetler tarafindan devamli olarak tek yonli ¢ekilmesi sonucunda ignenin
karsisinda bulunan toplayicinin ylizeyinde fiberler birikmektedir. Fiberlerin toplayiciya
ulagsmasi sirasinda gecen zamanda ¢ozlicli buharlasmakta bdylece fiberler kati hale

gelmektedir [60].
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Sekil 3.2 Elektro-egirme diizeneginin sematik olarak gosterimi

Elektro-egirme parametrelerinin optimize edilmesi amaciyla temel diizenekte bircok
modifikasyonlar yapilabilmektedir. Ornegin dénen bir silindir seklindeki toplayici,
Reneker ve calisma arkadaslan tarafindan daha siki ve yonelimli yapida fiberlerin
Uretilmesi amaciyla gelistirilmistir. DUz toplayicida fiberler karmasik olarak toplanirken
silindirde donls hizi arttikga ayni diizlemde siralanmis fiberler olusmaktadir. Elektro-
egirme islemi normalde tek bir igne ile ¢ahisildiginda oldukga yavas bir siiregtir. Birden
fazla ignenin kullaniimasiyla diisiik besleme hizlarinda bile yiksek hacimde malzeme kisa
slirede Uretilebilmektedir [62]. Dual spinning denilen ikili elektro-egirme dizenegi ise iki
adet besleme Unitesi, iki adet voltaj kaynagi ve tek bir toplayicidan olugmaktadir.
Boylece tek bir malzemede iki farkli polimere ait fiberlerin elde edilmesi mimkin
olmaktadir [63]. ikili diizenekte besleme (initelerinden birine viskozitesi yiiksek polimer
¢Ozeltisi diger besleme Unitesine viskozitesi diusik bir baska polimer ¢ozeltisi koyularak
nanofiber-nanopartikil kombinasyonlari da (retilebilmektedir. Elektro-egirmenin
modifiye edildigi bir diger 6rnek de co-axial elecktrospinning (ko-aksiyel elektro-egirme)
islemidir. Bu yontemde icinden iki farkli ¢ozeltinin gecmesine olanak veren bir igne
kullanilmaktir. Boylece core denilen i¢ fiberin etrafini shell adi verilen kabuk

kaplamaktadir. Ko-aksiyel elektro-egirme, ic kisminda aktif ajan tasiyan etrafi ise
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biyobozunur bir polimerle kaplanmis kontrollii ila¢ salim sistemlerinin Gretilmesinde son
derece avantajli ve yenilikgi bir yontem olarak gériilmektedir. Orneklerden anlasildigl
gibi elektro-egirme sistemi yenilestirmeye ve gelistirmeye son derece elverisli bir

sistemdir [60], [64], [65].

3.3 islem Parametreleri

Elektro-egirilmis fiberlerin morfoloji ve ¢aplar, ¢ozeltiye bagl faktorler, sisteme bagh
faktorler ve cevresel faktorler olmak Uzere bir dizi islem parametresine bagh olarak

degismektedir (Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Elektro-egirilmis fiberlerin 6zelliklerini etkileyen parametreler

Cozliclinin ozellikleri;

Polimerin ozellikleri
v/ Kaynama noktasi

Cozeltiye bagl v" Molekiler agirhg v Yizey gerilimi
faktorler ) ) .
v’ Elektriksel iletkenligi

Polimer Konsantrasyonu

Viskozite

Uygulanan voltaj
Sisteme Bagh

igne-toplayici mesafesi
Faktorler

Besleme hizi

Cevreye Bagh | Sicaklik

Faktorler Nem

Cozeltiye bagl faktorler yalnizca polimerin veya yalnizca ¢ozliclinlin 6zelliklerine bagl
olabildigi gibi elde edilen polimer ¢ozeltisinin 6zelliklerine de baglidir. Sisteme bagl
faktorler ise elektro-egirme dlzeneginde yer alan ekipmanlarin istenilen kosullara
ayarlanmasiyla optimize edilmektedir. Son olarak c¢evreye bagh faktorler islemin

yapildigi ortamin sicaklik ve nem degerleriyle iliskili olmaktadir [60].
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Fiber Gretiminde karsilasilan en yaygin problemler, liflerin tam olarak kurumamasi
sebebiyle birbirine yapismasi ve boncuk olusumudur. Coziiciiniin kaynama noktasinin
cok yiliksek olmasi, igne-toplayici arasindaki mesafenin yetersiz olmasi ve ortamin
nemindeki yukseklik (Coziclinin buharlagsmasini yavaslatarak liflerin  kurumasini
engellemektedir.) bu problemlerin nedenleridir. Bu durum, malzemenin mekanik
dayanim, por ¢api ve por dagilimi gibi fiziksel 6zelliklerini olumsuz yonde etkilemektedir
[60], [64]. Reneker ve arkadaslari Poli etilen oksit ile yaptiklar elektro-egirme isleminde
diistk viskoziteli c¢ozelti kullandiklarinda boncuklarin  arttigini, PEO oranini
arttirdiklarinda ise boncuksuz fiberlerin olustugunu rapor etmislerdir [66]. Xia ve Li ise
Poli vinil prolidon (PVP) ile hazirladiklan c¢ozeltiden elde edilen fiberlerde boncuk
olusumu gozlemlemeleri Gzerine ¢ozeltiye diisiik oranda tetrametil amonyum klorir
tuzu katmiglardir. Tuz eklenmesiyle boncuk olusumunun elimine edildigi ve fiber

caplarinin kiigtldGgu belirtilmistir [60].
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BOLUM 4

KARAKTERiZASYONDA KULLANILAN ANALIZ YONTEMLERI

4.1 Ultraviyole-Goriiniir Bolge Spektrofotometresi

Isig1 farkli derecelerde biken bir prizmadan beyaz 1sik gecirildiginde beyaz 1s1gin farkh
renklere aynldigi gozlemlenmistir [67]. Gorlndr 1sik gibi elektromanyetik radyasyon da
genellikle bir dalga boyu veya frekans ile karakterize edilen bir dalga olayi olarak kabul
edilmektedir. Dalga boyu, 1si8in dalga hareketi sonucunda olusan bitisik tepeler (veya
oluklar) arasindaki mesafe olarak tanimlanir ve metre, santimetre veya nanometre
olarak belirtilebilir. Goriinlir dalga boylar genellikle 400-800 nm arasinda olmaktadir.
Spektrumun goérindr kismindaki belirli renkler olarak algiladigimiz dalga boylan Sekil
4.1'de gosterildigi gibidir ve yatay diyagramlarda, dalga boyu soldan saga dogru hareket

ederken artmaktadir. Dalga boyu ve frekans ters orantilidir [68].

‘+—»

ANVANVANS
\VARVERV.
400 500 00 300

I
5 6 700

Sekil 4.1 Dalga boylarinin sematik gosterimi [68]
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UV spektrofotometre cihazlan seffaf bir numune kabindaki 6rnegin ultraviyole ve
gorinir bolgedeki dalga boylarina sahip i1sigin ne kadarini gecirip ne kadarini absorbe
ettigine gore 6lcim yapmaktadir. Lambert-Beer esitligine gore (4.1) 15181 absorbe etme
Ozelligine sahip bir ornegin absorbansi konsantrasyonu ile dogru orantili olarak

degismektedir [69].

A= ebc (4.1)

Esitlik (4. 1)’de A; absorbansi, €; molekiiler absorptiviteyi, b; 6rnegin bulundugu kabin
kalinligini (genelde 1 cm olmaktadir), c ise konsantrasyonu ifade etmektedir. Sekil 5.2’de
goruldugu gibi b kalinliktaki 6rnek kabina génderilen Po siddetindeki 1sik, bir kismi érnek
tarafindan absorplandiktan sonra P siddetinde cikmaktadir. Esitlik (4.2)'de ve Esitlik
(4.3)’te bir 6rnegin 1s18a karsi gegirgenligi (T) ve absorbansinin (A) giren 1sik siddeti (Po)
ve gikan 1sik siddeti (P) ile olan iliskileri verilmistir [69].

N
Py P
—- —-
—)
b

Sekil 4.2 Kalinligi b olan bir 6rnek kabina génderilen Po siddetindeki bir 1sinin érnek
tarafindan absorplanarak P siddetinde 6rnekten ¢ikmasi

T=P/Po (4.2)

A= log(Po/P) (4.3)

UV-Gorinilr Bolge Spektrofotometre cihazlarinin ¢alisma prensibi Sekil 4.3’te sematik
olarak gosterildigi gibidir. Isik kaynagindan gelen bir 1sik demeti, prizma veya kirinim
1izgarasi ile bilesen dalga boylarina ayrilmaktadir. Bu 1sik kaynaklar déteryum ve
tungsten lamba olabilmektedir. Isin demeti monokromatdrden gecerek tek dalga
boyuna sahip monokromatik i1sinlara ayrilmaktadir. Monokromatik 1sin, esit siddette
béliinerek ikiye ayrilmakta biri analiz edilecek maddeyi igeren kiivetten gegerken digeri
yalnizca ¢ozlci bulunan kiivetten gecer. Her iki kivetten ¢ikan 1sik yogunluklarn bir

detektor tarafindan olgllerek bilgisayar ekraninda spektrum denilen ¢izgilere donusir.
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Spektrumda en yliksek absorbansa

adlandinimaktadir [68], [69].

karsik gelen dalga boylan

Amax olarak

Ayna
@ l\l[m Tungsten
Lamba
D, Lamba

Sl Filtre

Isin

ayirici

Ayna/

G

Monokromator

Referans
@ Foto diyot
Veri igleme
@ Foto diyot

Ornek

Veri okuma

Sekil 4.3 UV-Gorinir Bolge Spektrofotometresinin calisma prensibinin sematik
gosterimi [70]

4.2 Fourier DOniisiimlii Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

Kizilotesi bolge, gorinur 15tk ve mikrodalga bolgesi arasinda kalan 0.78-250 pm

arasindaki dalga boylarini kapsamaktadir. Molekiller arasi titresimler elektronlar

arasindaki gecislerden daha disuktir bu ylizden de IR bdlgesine diismektedir. FTIR

spektroskopisi molekiiller arasindaki titresimleri arastirmak icin kullanildigindan titresim

spektroskopisi olarak da bilinmektedir [71]. Kizil6tesi bolge yakin, orta ve uzak kizil6tesi

olmak lizere (i¢ boliimden olusur (Sekil 4.4).

GHriini
X-ray | Ultraviyole orunur Kizilotesi Mikrodalga Radyo
Bolge
12500 cm? 400‘0 cem 400| cmt 40 Tm"—
Yakin IR ‘ Orta IR ‘ UzakIR |

Sekil 4.4 Kizilotesi bolgenin sematik gosterimi
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Molekdller arasi titresimlerin incelenmesi icin orta kizilétesi bolge yani 4000-400 cm
dalga sayisi araligi kullanilmaktadir. Sicaklhigin 0 Kelvin’in (izerinde oldugu durumlarda
molekuldeki tim atomlar hareket halindedir. Molekiilde gerceklesen titresim eger dipol
momentinde bir degisiklikle sonuglanirsa IR 1sini absorplanir, boylece IR titresim bantlar
olusur [72]. Orta IR bélgesinin disiuk enerjili (1500-400 cm®) kismi karmasik
titresimlerden kaynaklanan parmak izi bélgesidir. Parmak izinin disindaki bolgelerde iyi
tanimlanmis baglara ve molekiillere ait titresim bantlan yer almaktadir. Analiz edilen
bilesigin yapisindaki baglar biliniyorsa safligi hakkinda bilgi sahibi olunabilir. FTIR
spektroskopisinde kalitatif analizlerin yaninda kantitatif analiz de yapilabilmektedir.
Buna ornek olarak havanin bileseni olan gazlarin havadaki miktarlarinin tespit edilmesi

ve kirlilik oraninin belirlenmesi verilebilir [71].

ATR-FTIR, 6zellikle biyolojik numunelerde analiz yapilmasina daha uygun olan bir FTIR
spektroskopisi yontemidir. ATR aparati, coklu tabakalardan olusan kati veya sivi
numunelerin analiz edilmesine olanak vermektedir. Ornege génderilen IR 1sini yiiksek
kirlma indisine sahip olan ATR kristaline yonlendirilerek isinin numunenin ig
katmanlarina ulasmasi saglanir. Ornekten geri yansiyan ve siddeti azalan IR isini, ATR
kristaline geri doner. Dedektor, zayiflatilmis IR isinini interferogram sinyal olarak
kaydederek IR spektrumunun olusturulmasinda kullanir. ATR-FTIR spektroskopisi, bu
ozelligi sayesinde malzemenin kalinligina bagl kalinmaksizin ¢cok katmanli numunelerin
ic yapilarinin aydinlatilmasinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Nano kalinlikta
fiberlerden olusan polimerik malzemelerin analizinde ATR yontemi avantaj
saglamaktadir. Ylzeyinde, liflerin arasinda veya liflerin icinde bulunan aktif maddelerin
kalitatif ve kantitatif analizlerinde ATR-FTIR spektroskopisi siklikla kullanilan bir

karakterizasyon yontemidir [71].

4.3 X-Isini Kirinimi (XRD)

X 1sint kirinimi (XRD), bir kristal malzemenin faz tanimlamasi icin kullanilan hizli bir
tekniktir. 1895’te, Wilhelm Rontgen tarafindan X-isinlarinin kesfedilmesinin ardindan X-
isinlarinin pargacik mi yoksa elektromanyetik isima mi oldugu tartigilmistir. 1912 yilinda
Almanya’daki Munich Universitesi’nden Max von Laue, bir kristal diizlemdeki atomlarin

diizenli ve periyodik yapida oldugunu ve atomlar arasinda 1 A" mesafe bulundugunu éne
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strmustlr. Laue’nin 6ne sirdigu fikir, X-isinlarinin elektromanyetik 1simalar oldugu ve
bir kristalin interatomik mesafesinin rontgen sigiyla aym blyulklikte oldugu
varsayimlarina dayanmaktadir. Friedrich ve Knipping tarafindan CuSO4.5H20 kristalinin
X-15int - kinnimi modelinin  basanyla fotograflanmasiyla birlikte Laue’nin  fikri
dogrulanmistir. X-isini kristalografisi, giinimuzde arastirmacilar tarafindan bilesiklerin

yapisini ve baglanmasini analiz etmede siklikla kullanilmaktadir [73], [74].

X-1sint kirninimi,  bir X-isini demetinin kati maddenin atomlarini ¢evreleyen elektron
bulutuyla karsilasmasiyla meydana gelmektedir. Sekil 4.5’te verildigi gibi, X-1sini kati
numuneye ait kristal yapiya a acisiyla geldiginde isinin bir kismi yine a acisi yaparak
nunumeyi terk eder (Sekil 4.5’te Z 1sin1). Isinin geri kalani kristalin icine girerek ikinci atom
dizlemiyle etkilesime gecer. Numunenin i¢ kismina ilerleyen isinlarin bir kismi b agisiyla
kirnima ugrarken (Sekil 4.5’te X i1sini) geri kalani atom duzlemleri arasinda ilerlemeye

devam eder (Sekil 4.5'te Y 1sini1) [75].

A [ ] ® [ ] —

Sekil 4.5 X-1sinimi kriniminin sematik olarak gosterimi

Bir XRD cihazinin ana bilesenleri bircok optik spektroskopik cihazinkine benzemektedir.
Bunlar bir kaynak, 6lciim icin kullanilan dalga boylarini segcmek ve sinirlamak icin bir
dalga boyu segici, numune tutucu, detektdr ve bir sinyal isleyicidir. Kaynak, X-isini
Uretmek Uzere tasarlanmis tlplerden olusmaktadir. X-i1sini tlplerinde, katot gibi
davranan bir tungsten filament ve katotun karsisinda da metal tabakadan yapilmis bir
anot bulunmaktadir. Metal tabaka krom, tungsten, bakir, rodyum, giimis, kobalt veya
demir olabilmektedir. Filamentten yliksek voltaj gecirilerek yiliksek enerjiye sahip
atomlar dretilir. Uretilen atomlar anot yoniinde hareket ederken gecen akim miktari

kontrol edilir. Elektronlar anotta bulunan metal tabakaya carptiginda X-isinlarini
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uUretirler. Dalga boyu secici, kinnimin hesaplanmasi icin gereken tek bir dalga boyuna
sahip X-i1sinlarinin Gretilmesi icin kullanilmaktadir. istenmeyen dalga boylarini keserek
ornegin lizerine yalnizca istenen dalga boyundaki isinin diismesini saglar. X-isini kirinimi
analizinde kullanilan numune tutucular, 6rnegi analiz sirasinda sabit tutan basit bir
igneden olusmaktadir. Sinyal isleyici ise, drnekten geri yansiyan isinlarin proton sayilarini
hesaplayan bir sistemden olusur. Bu proton hesaplayici, birim zamanda detektore gelen
proton sayisini dijital sinyallere donlstiirir. Boylece malzemenin XRD kirinim paternleri

olusur. [76], [77].

4.4 Taramali Elektron Mikroskopu (SEM)

Taramali elektron mikroskoplari orneklerin ylzeylerini goézlemlemek icin kullanilan
cihazlardir. Ornek, bir elektron probu tarafindan uyarildiginda vyiizeyinden ikincil
elektronlar yayilmaktadir. Elektron probunun yiizey boyunca iki boyutlu tarama yapmasi
sonucu yayilanikincil elektronlar sayesinde bir goriintl elde edilmektedir. SEM cihazinda
ornegin ylzeyine gonderilecek olan elektronlar optik bir sistem tarafindan uretilir. Optik
sistem elektron tabancasi, kondansator lens ve bir objektif lensten olusmaktadir (Sekil

4.6) [78].

Elektron tabancasindan ¢ikan elektronlar kolondan asagiya inerek lenslere gelmektedir.
Kondasator ve objektif lensler elektron tabancasindan gelen isinlarin ¢apini ayarlar ve
ornegin izerine odaklanmasini saglar. Ornegin koyuldugu tabla seklindeki kisim hareket
ettirilerek istenilen bdlmedeki érnek analiz edilebilmektedir. Ornekten ¢ikan ikincil
elektronlar detektor tarafindan goriintliiye donistirilmek Gzere islenir (Sekil 4.6). Bu

islemlerin timi yiksek vakum altinda gergeklesmektedir [79].
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Sekil 4.6 SEM cihazinin galisma prensibinin sematik gésterimi [80]

SEM’de elektron tabancasindan 6rnege gelen kicilk bir nokta seklindeki elektron isini
ornegin Uzerine piksel piksel yonlendirilmektedir. Her pikselde elektronlar belirli bir stire
kalarak drnekle etkilesir ve ikincil elektronlarin yayilmasina sebep olur. Ornek tizerindeki
her bir pikselden tiiretilen sinyal, bilgisayar ekraninin ilgili pikselinde eszamanli olarak
gorintilenir. Blyltme yapilirken ayni sayida piksel iceren daha kiictik alanlar taranir. Bu
sayede piksel boyutu kiiclillrken c¢oziinlrlik artar. SEM analizi yapilabilmesi igin
numune ylzeyinin iletken olmasi gerekmektedir. Bu nedenle iletken olmayan
numuneler genellikle 4 nm kalinhginda altin veya paladyum tabakasiyla kaplanarak
analiz edilir. Biyolojik ornekler hafif elementlerden olustugu icin kaplama yapilmadan

analiz edilmeleri oldukca zordur [81].
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BOLUM 5

DENEYSEL CALISMALAR

5.1 Kullanilan Kimyasal Listesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal malzemelerin ismi, markasi ve katalog bilgileri

Cizelge 5.1'de verilmistir.

Cizelge 5.1 Kimyasal listesi

ADI MARKASI KATALOG NO
Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA 1) Sigma Aldrich 719927
(Ma= 76 000-115 000 Da)

Poli(D,L-laktik-ko-glikolik asit) (PLGA 2) Sigma Aldrich 739979
(Ma= 190 000-240 000)

Kafeik asit fenetil ester (CAPE) Sigma Aldrich 8221

Dimetilformamid (DMF) Sigma Aldrich 227056

Diklorometan (DCM) Sigma Aldrich 270997

Etanol Sigma Aldrich 32205

Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) Riedel-de Haén 04273

Sodyum fosfat monobazik (NaH2PO4) Riedel-de Haén 04269

Sodyum kloriir (NaCl) Sigma Aldrich 57653
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Cizelge 5.1 Kimyasal listesi (devami)

Sodyum azid (NaNs) Sigma Aldrich $8032
Sodyum hidroksit (NaOH) Sigma Aldrich 221465

Mueller Hinton Agar Oxoid CMO0337

Mueller Hinton Broth Oxoid CMO0405
Sabouraud Dextrose Agar Oxoid PO0192
Sabouraud Dextrose Broth Oxoid CM0147

5.2 Kullanilan Cihaz Listesi

Bu tez ¢alismasinda kullanilan cihazlar ve marka bilgileri Cizelge 5.2’de verilmistir.

Cizelge 5.2 Cihaz listesi

ADI

MARKASI

Elektro-egirme Ekipmani

Inovenso NE300

Hassas Terazi

Sartorius CP225D

Manyetik Karistiric

Heidolph MR3001

Coklu Manyetik Karistirici

2mag MIX 15 eco

UV-Gorinir Bolge Spektrofotometresi

Shimadzu UV-1700

Santrif(j

Beckman Coulter Allegra X-30R

Taramali Elektron Mikroskop (SEM)

Zeiss EVO® LS 10

Vortex

Heidolph Reax top

Su saflastirma cihaz

Millipore Milli-Q

ATR FTIR Spektrofotometresi

Shimadzu Prestige-2100
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Cizelge 5.2 Cihaz listesi (devami)

Polikristal XRD Cihazi PANalytical X'Pert PRO
pH Metre Hanna Instruments HI83141
Calkalamali inkiibator Biosan ES-20
Ultrasonik su banyosu Bandelin Sonorex
Steril Kabin SafeFast Classic 212

5.3 Kullanilan Goézeltiler

5.3.1 PLGA Gozeltilerinin Hazirlanmasi

Yapilan ¢alismada molekdiler agirliklar farkl olan iki PLGA kullanilmistir.

76 000-115 000 Da molekiiler agirliga sahip olan PLGA ile (PLGA 1) %27
kutle/hacim oraninda polimer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun i¢in 6ncelikle 6 mL
DMF Gzerine 3 mL DCM eklenerek manyetik karistiricida 5 dakika karstirilmistir.
Elde edilen ¢bziiclinln igerisine hassas terazide tartilan 2.43 g PLGA eklenmistir.
Eklenen PLGA’nin tam olarak ¢ézlinmesi icin ¢ozelti oda sicakliginda gece boyu

manyetik karistiricida 100 rpm hizda karnstirilmistir.

190 000-240 000 Da molekiler agirhiga sahip olan PLGA ile (PLGA 2) %20
kutle/hacim oraninda polimer ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bunun igin 6ncelikle 6 mL
DMF Gzerine 3 mL DCM eklenerek manyetik karistiricida 5 dakika karstirnlmstir.
Elde edilen ¢6zlclnin igerisine hassas terazide tartilan 1.8 g PLGA eklenmistir.
Eklenen PLGA'nin tam olarak ¢oziinmesi icin ¢ozelti oda sicakliginda gece boyu

manyetik karstiricida 100 rpm hizda kanstirilmistir.

Hazirlanan PLGA c¢ozetlileri elektro-egirme islemlerinde kullanilmak Gzere +4 °C

sicaklikta saklanmistir.
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5.3.2 Farkh Konsantrasyonlarda CAPE Cozeltilerinin Hazirlanmasi

CAPE molekdleri igin ¢ozlicli olarak su ve etanol kullanilarak iki farkl kalibrasyon grafigi
hazirlanmistir. Her iki kalibrasyon egrisi icin de 100, 75, 50, 40, 30, 20, 10 ve 5 ppm (mg/L)
olmak lizere 8’er adet CAPE ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Su ile yapilan kalibrasyon egrisi igin
hassas terazide 1 mg olarak tartilan CAPE, 10 mL distile suya eklenerek vorteks
yardimiyla ¢ozilmustir. Boylece elde edilen 100 ppm CAPE/su c¢ozeltisinden uygun
seyreltmeler yapilarak kalan 7 adet ¢ozelti hazirlanmistir. Etanolle yapilan kalibrasyon
grafigi icin ise ayniislemler 1 mg CAPE ve 10 mL etanolle gergeklestirilmistir. Hazirlanan
tim c¢ozeltilerin UV-Goriinir Bolge Spektrofotometre cihazinda 200-800 nm dalga boyu
araliginda spektrumlar alinmistir. Elde edilen spektrumlardan molekilin maksimum
absorbans gosterdigi dalga boyu (Amax degeri) tespit edilmistir. Cozeltiler igin Amax
degerine karsilik gelen absorbans degerleri okunmustur ve konsantrasyona karsi

absorbans grafikleri gizilmistir.

5.3.3 PBS Cozeltisinin Hazirlanmasi

CAPE vyiiklenen PLGA nano liflerin salim deneyleri pH=7 olan PBS ortaminda
gerceklestirilmistir. PBS (Fosfat Tamponlu Salin) c¢ozeltisi 200 mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Bunun icin gerekli kimyasallar Cizelge 5.3’te verilen miktarlarda tartilarak
200 mL distile su igerisinde ¢6zlUlmustir. Coziinme isleminin daha etkili gerceklesmesi
icin PBS ¢ozeltisi sonikatorli su banyosunda 10 dk sonike edilmistir. Ardindan 0.45 pM
gbzenek capina sahip olan siringa filtresi yardimiyla stizilmustir. pH ol¢imi yapilarak

pH=7 olana kadar 2 Normal NaOH cozeltisi eklenmistir.

Cizelge 5.3 PBS ¢ozeltisindeki kimyasal miktarlari

Kimyasal Adi PBS Cozeltisindeki Miktari
Sodyum fosfat monobazik (NaH2POa4) 312 mg
Disodyum hidrojen fosfat (NaxHPOa4) 536 mg
Sodyum kloriir (NaCl) 1753.2 mg
Sodyum azid (NaN3) 100 mg
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5.4 PLGA Nano Liflerin Uretilmesi

Hazirlanan ve +4 °C’te saklanan PLGA c¢oOzeltilerinin her biri i¢ ¢apt 16.25 mm olarak
Olcllen Set marka plastik siringaya doldurulmustur. Polimer ¢ozeltisi ile dolu olan siringa
Inovenso N300 marka cihazdaki siringa pompasina yerlestirilerek gerekli ekipmanlari
yerlerine takilmistir (Sekil 5.1). Elektro-egirme islemlerinde 23G’lik paslanmaz celik
igneler kullaniimistir. Elektro-egirme isleminde kullanilan aliminyum folyo kapli silindirik
toplayici 200 rpm hizinda dondiriilmiistiir. igne ucu ve toplayici arasindaki mesafe 150

mm olacak sekilde ayarlanmistir.

Sekil 5.1 Bu ¢alismada elektro-egirme islemleri icin kullanilan diizenek

76 000-115 000 Da Ma’li PLGA (PLGA 1) ve 190 000-240 000 Da Ma’li PLGA (PLGA 2) ile

yapilan elektro-egirme islemlerinde kullanilan parametreler Cizelge 5.4’te 6zetlenmistir.
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Cizelge 5.4 Elektro-egirme islemlerinde belirlenen parametreler

PARAMETRE ADI PLGA 1 PLGA 2
Cozelti besleme hizi 0.5 mL/sa 0.9 mL/sa
Yiksek voltaj 14 kv 15 kV
igne ucu-toplayici mesafesi 150 mm 150 mm
Toplayici donds hizi 200 rpm 200 rpm
Toplam ¢ozelti 9mL 9mL
Polimer/¢6ziicli orani (%) 27 20

Cozeltiler bittikten sonra silindirik toplayicinin Gzerindeki aluminyum folyo kaldirilarak
Uzerindeki malzeme ile birlikte vakum etlivde bir gece boyunca kurumaya birakilmistir.

Ardindan karakterizasyon calismalarinda kullaniimak Gzere +4 °C’te saklanmstir.

5.5 Nanofiber Yapidaki Malzemeye CAPE Yiiklenmesi

Elekro-egirme ile elde edilen malzemeden plskiirtme ve damlatma isleminde
kullaniimak tzere 4x4 cm? alaninda 2 adet kare kesilmistir. 8 mg CAPE hassas terazide
tartilarak 320 pL etil alkolde ¢6zilmistir. Hazirlanan ¢ozeltinin 160 pL’si mikropipetle
cekilerek kare parcalardan birinin {zerine tim vylzeyini kaplayacak sekilde
damlatilmistir. Hazirlanan malzeme oda sicakliginda kurumaya birakilmistir. Ayni
¢ozeltiden kalan 160 pL CAPE cozeltisi kare seklindeki diger parcaya puskirtme yolu ile

yuklenmistir. Plskiirtme yapilan parca da oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.

5.6 Yapilan Karakterizasyon Calismalari

5.6.1 SEM Analizi ile Fiber Morfolojisinin incelenmesi

Bu calismada fiberlerin goriintilenmesi icin YTU Merkez Laboratuvar biinyesindeki Zeiss
EVO® LS 10 marka cihaz kullanilmistir. PLGA 1 ve PLGA 2 ile Uretilen elektro-egirilmis

malzemeler SEM cihazinda goriintiilenerek fiber morfolojileri analiz edilmistir. Bunun
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icin malzemelerin her birinden uygun buylklUkte pargalar kesilerek iletken bant
yardimiyla numune yerlestirme aparatina yapistiriimistir. Numuneler kaplama cihazina
koyularak Au-Pd alasimiyla 10 dk kaplanmistir. Kaplama isleminin ardindan SEM cihazina
yerlestirilen numunelerin uygun bilylitmelerle gorintiilenmesi gergeklestirilmistir. SEM
analizi sonrasinda Uretilen membranlarin lif kalitesi karsilastirnlmistir. Daha uygun lif
morfolojisi elde edilen polimer ile (PLGA 2) ayrica malzeme kalinlig1 6l¢imi yapilmis ve

ileriki calismalar PLGA 2 ile devam ettirilmistir.

5.6.2 ATR FTIR Spektroskopisi

ATR FTIR spektroskopisi; bos PLGA nano lifler, damlatilarak CAPE yiklenen PLGA nano
lifler, puskurtilerek CAPE yilklenen nano lifler ve toz haldeki CAPE olmak lizere 4 adet
numune ile gergeklestirilmistir. Analiz sirasinda once arka plan olarak hava alinmis
ardindan ornek yerlestirilerek 600-4000 cm™ dalga sayisi araliginda 6rnek basina 16
tarama ile 6lgim yapilmistir. Cihazdan alinan verilerle tim orneklerin karsilagtirmali

olarak dalga sayisi-gecirgenlik grafikleri gizilmistir.

5.6.3 XRD Analizi

XRD analizi, ATR FTIR spektroskopisi yonteminde oldugu gibi dort adet numune ile
gerceklestirilmistir: toz haldeki CAPE, bos PLGA nano lifler, damlatma yontemiyle CAPE
yuklenen PLGA nano lifler, plskiirtme yontemiyle CAPE yilklenen PLGA nano lifler.
Membranlarin XRD analizinde ince film detektoriinden vyararlanilmistir.  XRD
analizlerinde X-isini kaynagi olarak Cu tip kullanilmistir. Tarama hizi 1°/dk olarak
ayarlanmis ve 20 acisinda 5-32° bolgesinde tarama yapilmistir [82]. XRD analizinden elde

edilen sonuglar ile tiim érneklerin karsilastirmali olarak XRD paternleri gizilmistir.

5.6.4 Yikleme Verimi

CAPE vyiklenen malzemelerde damlatilan ve puskirtilen CAPE’nin ne kadarinin
malzemede kaldiginin belirlenmesi igin ylkleme verimi deneyi yapilmistir. CAPE
yiuklenen iki adet 4x4 cm? alanindaki malzemelerden 2x2 cm?kesilmis daha sonra bunlar
kiiciik parcalara ayrilarak 2 mL’lik santrifiij tiptine atilmistir. Uzerlerine 1’er mL etanol

eklenerek UV-Gorinir Bolge Spektrofotometresinde o6l¢lim yapilmis ve 330 nm dalga
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boyundaki absorbans degerleri kaydedilmistir. Daha sonra etanolleri alinarak
malzemelerin (izerine taze etanol eklenmis ve bu islemler birka¢ kez tekrarlanmistir.
Tekrarlar sonucunda absorbanslarin sifira yaklasmasiyla islem sonlandiriimistir. Tim
absorbans degerleri kalibrasyon egrisi kullanilarak konsantrasyona gevrilmis ve her bir
malzeme igin toplam konsantrasyon ve toplam vyiklenen CAPE mg cinsinden
belirlenmistir. Son olarak Esitlik (5.1) kullanilarak ylkleme verimi yilzde olarak

hesaplanmistir.

Hesaplanan CAPE (mg)

Yikleme Verimi (%) = x100 (5.1)

Baslangicta Yiiklenen CAPE (mg)

5.6.5 CAPE Salimi

CAPE yiiklenen malzemelerin icerdikleri CAPE molekdllerini ne kadar siirede ve nasil bir
profille saldiklarinin belirlenmesi icin etken madde salim deneyi yapilmistir. Bunun igin
sodyum azid iceren ve pH=7 olan bir PBS tamponu hazirlanmistir. Hazirlanan tampon 2
mL’lik santifiij tlplerine birer mL olacak sekilde konulmustur. PBS'lerin icerisine CAPE
damlatilmis ve puskirtilmis malzemeden 4’er cm? konulmustur. Hazirlanan salim
ortamlari 37 'C sicaklikta ve 100 rpm karisma hizinda calkalamali inkiibatérde
bekletilerek belirli zamanlarda UV ol¢imleri yapilmistir. UV oOl¢imi icin santrifij
tiplindeki PBS’ in tamami alinarak yerine taze PBS eklenmistir. UV cihazinda yapilan
Olcimler sonucunda 324 nm dalga boyundaki absorbans degerleri kaydedilmis ve
kalibrasyon egrisi yardimiyla elde edilen absorbans degerleri konsantrasyona
cevrilmistir. Esitlik (5.2) kullanilarak kiimulatif salim ylzdeleri hesaplanmistir ve zamana

karsi kimulatif salim grafikleri cizilmistir.

Kiimiilatif Salim (%) =

Toplam salinan CAPE (m
plam sal me) _x100 (5.2)
Baslangicta Yiiklenen CAPE (mg)

5.6.6 Sisme

Elektro-egirme ile Uretilen ve nano kalinlikta liflerden olusan malzemenin sivi
absorplama yeteneginin belirlenmesi icin sisme testi yapilmistir. Bu amagla, PLGA
membrandan dikdortgen seklinde bir parca kesilerek pH=7 olan PBS tamponunun
icerisinde bekletilmistir. Belirli zamanlarda malzeme PBS’in icinden cikartilip kagit

havluya bastirilarak fazla sivisi alinmis ve hassas terazide tartilmistir. Esitlik (5.3)
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kullanilarak nano liflerin siviyi emme orani belirlenmis ve zamana bagli sisme ylizdesi
grafigi cizilmistir.

Sisme sonucu agirlik (mg) 0

Sisme (%) =

53
Baslangictaki agirlik (mg) ( )

5.6.7 Antioksidan Etkinlik Belirleme Testi

CAPE yiiklenen ve yliklenmeyen PLGA nano liflerin reaktif oksijen tirlerini (ROT)sUplirme
orani DPPH yontemiyle test edilmistir [83]. Bu yontemde, oncelikle etanolle 100 puM
DPPH c¢ozeltisi hazirlanmistir. 3 adet santrifiij tliplne 1’er mL DPPH ¢ozeltisi konularak
Uzerlerine sirasiyla bos PLGA, damlatma yontemiyle CAPE yiklenen ve plskirtme
yontemiyle CAPE yiiklenen nano lifler konulmustur. Tiim deney test ornekleri karanlikta
ve oda sicakhgr kosullarinda 30 dk bekletilmis ve ardindan UV olgtimleri
gergeklestirilmistir. UV 6lcimi sonucunda 517 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
kaydedilerek asagidaki fomille antioksidan aktivite ylizdeleri hesaplanmistir (5.4).

Antioksidan Etkinlik (%) = “Aixwo (5.4)

Esitlik (5.4)’te A ve B sirasiyla; kontrol olarak kullanilan DPPH ¢o6zeltisinin ve 6rnekle 30
dk muamele edilmis DPPH c¢o6zeltisinin 517 nm’de go6stermis olduklar absorbans

degerlerini ifade etmektedir.

5.6.8 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu tez calismasinda CAPE yikl( yara orti malzemelerinin antimikrobiyal aktivitesi disk
difiizyon testi ve zamana bagli 6lim metodu (time kill) olmak Uzere iki yontemle
incelenmistir. Her iki yontemle degerlendirmek Uzere Gram (+) bakteri tlri olarak S.
aureus, Gram (-) bakteri olarak P. aeruginosa, fungus tiiri olarak ise C. albicans

segilmistir.

Yildiz Teknik Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boéliimii Laboratuvarinda
bulunan stok kiltirlerden alinan mikroorganizmalar (S. aureus ve P. aeruginosa
bakterileri) Mueller Hinton Agar besiyerinde gelistirildikten sonra 6ze ile tek koloni
alinarak 37 °C etiivde 16-18 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonucunda elde edilen
calisma kulttrinin hiicre sayisi spektrofotometre ile ODseo degeri 0.1-0.2 olacak sekide

ayarlanmistir (McFarland 108 CFU/mL) [47], [81].
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C. albicans galisma kultirl ise Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) igerisine 6ze yardimiyla
alinan bir koloninin 37 °C 200 rpm’de calkalayici etiivde inklibasyonu sonrasinda
spektrofotmetre cihazinda ODseo nm’de %gecirgenlik degeri 65 olacak sekilde

hazirlanmistir (McFarland 108 CFU/mL ) [47], [81].

Disk difiizyon testi yonteminde; tez ¢alismasinda Uretilen CAPE yiiklenmis PLGA nano
lifler ve CAPE icermeyen PLGA nano liflerin antimikrobiyal etkisi EUCAST/Ocak 2019
standarti modifiye edilerek degerlendirilmistir. Ozetle, mikroorganizma calisma
kalturlerinden alinan 100 pl’lik sivi besiyeri Mueller Hinton Agar (MHA) ve Sabouraud
Dextrose Agar (SDA) besiyeri yiizeyine steril bir swap yardimiyla yayilmistir. ilgili petri 15
dakika oda sicakliginda bekletildikten sonra ylzeyine (Uretilen vyara Orti
malzemelerinden 4 cm?alaninda kare seklinde kesitler alinarak yerlestirilmistir. Petriler
37 °C sicaklikta 1842 saat siresince inklibasyona tabi tutularak inkiibasyon sonucunda

malzemelerin etrafindaki inhibisyon zonlar degerlendirilmistir [82].
Bu ¢alismada degerlendirilen deney test 6rnekleri ve kontrol gruplar sunlardir:

i) PLGA nano lilfler
ii) Damlatma yontemiyle CAPE yiklenmis PLGA nano lifler
iii) PlUsklrtme yontemiyle CAPE yiklenmis PLGA nano lifler

Zamana bagh 6liim metodunda ise; steril cam tiplerin igerisine yerlestirilen test
drneklerinin Gzerine 5 mL steril sivi besiyeri (MHA ve SDA) ilave edildikten sonra 10°
hiicre/mL olarak ayarlanmis olan mikroorganizma calisma kulttrlerinde 500 ul alinarak
ortama eklenmistir. Sonrasinda cam tilpler calkalamali inkiibatérde 37 °C'te
inkibasyona birakilarak belirlenen zaman araliklarinda (0, 2, 4, 8, 16 ve 24. saat) 100 pL
numune alinarak spektrofotmetrik Glctimlerle turbidimetrik ve standart petri sayim

yontemiyle de canli koloni sayisi olarak degerlendirme yapilmistir [52].
Bu calismada degerlendirilen deney test 6rnekleri ve kontrol gruplar ise sunlardir:

i) Damlatma yoéntemiyle CAPE yiklenmis yara orti malzemesi (4 cm? kesit
alinmistir.)

ii) PLGA nano lifler (4 cm? kesit alinmistir.)

iii) Etanol emdirilmis PLGA nano lifler (4 cm? kesit alinmistir.)

iv) Sadece ilgili organizmayi iceren sivi besiyeri
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Standart petri sayim yontemiyle belirlenen canh koloni sayilan kullanilarak CAPE yikli
yara Ortli malzemesinin mikroorganizma blylme inhibisyonu ylzde olarak asagidaki
fomdlle hesaplanmistir (5.5).

Biiyiime inhibisyonu (%) = %XlOO (5.5)
Esitlik (5.5)’te B; yalnizca mikroorganizma iceren tipteki canli mikroorganizma sayisini,
A; CAPE yukli yara 6rti malzemesini igeren tlpteki canli mikroorganizma sayisini ifade

etmektedir.
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BOLUM 6

SONUC VE ONERILER

6.1 CAPE Molekiiliine Ait Kalibrasyon Egrileri

CAPE molekdillerinin hem suda hem de alkolde 8 farkli ¢6zeltisi hazirlanarak UV élgiimleri
gerceklestirilmistir. Yapilan ol¢cimler sonucunda konsantrasyonlara karsilik gelen
absorbans degerleri ile kalibrasyon egrileri cizilmistir. Sekil 6.1'de ¢06zlicli olarak su
kullanildiginda c¢izilen kalibrasyon egrisi ve bu egrinin R? degeri ile dogru denklemi
verilmistir. CAPE-Su ¢ozeltilerine ait kalibrasyon egrisi salim ¢alismalarinda PBS ortamina
salinan CAPE miktarinin belirlenmesi igin kullanilmistir. Sekil 6.2’de ise ¢oziicl olarak
etanol kullanilarak hazirlanan kalibrasyon egrisi ve bu egriye ait R2 degeriyle dogru
denklemi verilmistir. CAPE-Etanol ¢ozeltilerine ait kalibrasyon egrisi yiikleme verimi
¢alismalarinda PLGA nano liflere yilklenen CAPE miktarinin belirlenmesi igin

kullaniimistir.

Sekil 6.1 ve Sekil 6.2’de bulunan kalibrasyon egrilerine bakildiginda ¢6zlci olarak alkol
kullanildiginda absorbtivitenin daha yiiksek oldugu gorilmektedir. CAPE, hidrobofik bir
molekil oldugundan alkolde vyiksek c¢ozinilrlik gostermekte, boylece disuk

konsantrasyonlarda goreceli olarak ylksek absorbans verebilmektedir [52].
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Sekil 6.2 CAPE-Etanol Cozeltilerine Ait Kalibrasyon Egrisi

6.2 PLGA Nano Liflerin Uretilmesi

Yapilan galismada PLGA 1 ve PLGA 2 polimerleri kullanilarak elektro-egirme islemi
gerceklestirilmistir. iki polimer icin de ¢éziicii olarak DMF:DCM (2:1) kullanilmustir. ilgili
literatlirde PLGA’'nin ¢ozliclist olarak farkli oranlarda DMF:DCM kullanilmistir [84].
Yapilan elektro-egirme islemleri sirasinda polimer jetinin (Taylor konisi) stabil oldugu
gozlendiginden kullanilan ¢6zlicii oranlarinin  yapilan islem icin uygun oldugu

distnilmektedir. Elektro-egirme isleminden sonra (retilen malzeme ¢6ziicilnin
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tamamen uzaklagmasi igin vakum etiivde bir gece kurutulmustur. Kurutma sonrasinda

ise +4 °C’'te saklanmistir.

6.3 Uretilen Malzemenin Karakterizasyonu

6.3.1 SEM Analizi ile Fiber Morfolojisinin incelenmesi

Yapilan tez calismasi kapsaminda Uretilmis olan yara 6rtli malzemelerinin fiber dagilimi,
fiber morfolojisi ve ¢aplarinin belirlenmesi amaciyla SEM goérintileri alinmistir. PLGA 1
ve PLGA 2 kullanilarak Uretilen nano lifli yapilarin SEM analizlerinde 500x (Sekil 6.3),
2000x (Sekil 6.4), 5000x (Sekil 6.5) ve 10000x (Sekil 6.6) biyitmeler gergeklestirilerek

karsilastirmali olarak incelenmistir.

EHT = 7.00kV Signal A = SE1 Date 8 Apr 2019 EHT kv ignal A = SE1 Date :17 Apr 2018
WD = 9.5 mm Phato Mo, = 1722 Time :115:17:57 WD = 9.0 mm Phato No. = 1859 Time :11:06:07

Sekil 6.3 a) PLGA 1 ve b) PLGA 2 ile uretilen fiberlerin 500x blyitmede SEM gorintileri

i

EHT = 7.00kV EHT = 7.00 kv Signal A = SE1 Date 8 Apr 2019
WD = 8.5 mm Photo Ne. = 1721 Time :15:16:38 WD = 9.5mm Photo Na. = 1731 Time :15:28:12
7 PRV VL RO AN G T N W P N e el R L Y =

Sekil 6.4 a) PLGA 1 ve b) PLGA 2 ile Uretilen fiberlerin 2000x biyitmede SEM
goriuntileri
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Sekil 6.5 a) PLGA 1 ve b) PLGA 2 ile Uretilen fiberlerin 5000x biyitmede SEM
gorintileri

EHT = 7.00kV Signal A = SE1 Date '8 Apr 2018 n EHT = 7.00 kv Signal A= SE1 Date '8 Apr 2018
WD = 95 mm Photo Mo, = 1723 Time :15:19:41 WD = 9.5mm Photo N, = 1733 Time :15:31:34

Sekil 6.6 a) PLGA 1 ve b) PLGA 2 ile uretilen fiberlerin 10000x biylitmede SEM
goruntdleri ve fiber ¢caplari

Verilen gorintilere gére PLGA 1’de boncuklu yapilarin olustugu ve fiberlerin birbirine
yapismis oldugu goriilmektedir. Fiberler bazi bolgelerde diizglin silindir seklinde
olmadigindan ve kopmalar gorildiginden fiber c¢aplarinin stabil olmadigi
anlasiimaktadir. Rastlantisal olarak belirlenen bir bolgedeki fiber ¢aplarina bakildiginda
caplarin 170-270 nm arasinda oldugu tespit edilmistir. PLGA 2’ye ait SEM goruntileri
inclendiginde liflerin dizgiin silindir seklinde ve birbirlerinden ayrik oldugu
gorulmektedir. Fiber ¢aplar tim bolgelerde birbirine yakin olmakla birlikte 310-410 nm
olarak tespit edilmistir. Literatlirde yapilan benzer ¢alismalarda PLGA ile Uretilen nano
liflerin caplar 300-900 nm arasinda degismektedir [57], [82], [85]. Bu calismada Uretilen
nano liflerin gaplar literatirle uyumlu bulunmustur. PLGA 1’e goére daha yiksek fiber
capi tespit edilmesine ragmen yonelimli, diizglin ve tamamen kuru lifler elde edilmis

oldugundan PLGA 2’'nin yara ortli malzemesi olarak daha uygun oldugu distnilmis ve
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bu asamadan sonraki calismalar PLGA 2 kullanilarak (retilen nano liflerle
gergeklestirilmistir.

Yara oOrti malzemelerinde Uretilen malzemenin kalinhgi elektro-egirme siresine ve
kullanilan polimer ¢ozeltisi miktarina gore degismektedir. PLGA 2 ile Uretilen nano
kalinlikta fiberlerden olusan malzemenin kalinhginin belirlenmesi icin malzemeden
enine kesit alinarak hazirlanan 6rnek, numune tablasina dik olarak yerlestirilmistir.
Yapilan analiz sonucunda malzeme kalinhgl 100.6 um olarak bulunmus ve SEM

gorintist Sekil 6.7’de verilmistir.

EHT = 7.00 kV Signal A = SE1 Date :18 Apr 2019
WD = 55mm Photo No. = 1889 Time :15:20:02

Sekil 6.7 PLGA 2 ile Uretilen nano kalinlikta fiberlerden olusan malzemenin kalinhk
Olclimiine ait SEM gorintlsi ve malzeme kalinlig

Bu calismada, PLGA 2 ile Uretilen nano liflere damlatma ve puskiirtme yontemleriyle
CAPE ylklenmistir. CAPE yikli PLGA 2 nano liflerin SEM gorintileri 500x (Sekil 6.8),
2000x (Sekil 6.9), 5000x (Sekil 6.10) ve 10000x (Sekil 6.11) blylitmelerde alinarak CAPE
yukleme yonteminin fiber morfolojisine etkisi incelenmistir. Sekil 6.11a’da CAPE

molekdllerinin bir araya gelerek olusturdugu partikiller oklarla gosterilmistir.
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EHT = 7.00kV Signal A = SE1 Date 17 Apr 2018 EHT = 7.00 kv Signal A = SE1 Date 17 Apr 2018
WD = 8.0 mm Photo Time :11:27:50 WD = 9.0 mim Photo 64 Time :11:12:44

Sekil 6.8 a) Damlatma ve b) plskiirtme yontemleriyle CAPE yiklenen fiberlerin 500x
blylitmede SEM goriintileri

Date Apr2018
Time :11:26:35 . Time :111:11:26
b Pl T T 2 T =i ZRISE SSECASE \\ ATy 7 £ R AV R

Sekil 6.9 a) Damlatma ve b) plskirtme yontemleriyle CAPE yiiklenen fiberlerin 2000x
blyutmede SEM gorintileri

Date :17 Apr 2019 = Signal A = SE1 Date 117 Apr 2018
Time :11:24:52 Phaoto No. = 1862 Time :111:10:112
- - s - e _ . —

Sekil 6.10 a) Damlatma ve b) plskirtme yontemleriyle CAPE yiiklenen fiberlerin 5000x
blylitmede SEM goriintileri
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EHT = 7.00kV Signal A = SE1 Date :17 Apr 2019 EHT = 7.00kV Signal A = SE1 Date :17 Apr 2019
WD = 8.0mm Photo No. = 1871 Time :11:23:20 i WD = 8.0 mm Phto No. = 1861 Time :11:08:40

Sekil 6.11 a) Damlatma ve b) pilskirtme yontemleriyle CAPE yiiklenen fiberlerin
10000x blyltmede SEM goriintileri

SEM goruntileri incelendiginde; puskirtme yonteminde liflerin belirli bolgelerde
birbirine yaklastigi ve yonelim gosterdigi goriilmektedir. Pliskiirtme yonteminde havada
dagilarak damlaciklar halinde nano liflere ulasan CAPE ¢ozeltisi temas ettigi bolgedeki
lifleri birbirine yaklastirarak yonelim géstermelerine sebep olmustur. CAPE ¢o6zeltisinin
lifler tarafindan emilmesi sonucu temas ettigi bolgelerdeki liflerin ¢capinda artis oldugu
gozlemlenmistir. Sonug olarak heterojen 6zellikte bir lif gorintlisti olusmustur. Bunun
sebebinin; nano liflerin CAPE ¢6zeltisinin temas ettigi bolgelerde ¢ozeltiyi absorplamasi
sonucu caplarinin bilyimesi oldugu anlasiimaktadir. Bu durumun, daha homojen
yukleme yapilmasina imkan veren yontemler kullanilarak elimine edilebilecegi
distnilmektedir. Damlatma yonteminde liflere ylklenen CAPE molekdillerinin bir araya
gelerek nano ve mikro boyutlarda pargaciklar haline gelmis oldugu gorilmektedir. Sekil
6.11a’da oklarla gosterilmis olan nano ve mikro boyuttaki CAPE partikilleri liflerin
arasina ve i¢ kisimlara dagilmistir. i¢ kisimlardaki partikiillerin liflerden daha zor ayrilmasi
beklenmektedir. Salim g¢alismalarinda damlatma yonteminde daha yavas bir salim

profilinin gorilmis olmasi SEM goriintilerini destekler niteliktedir.

6.3.2 ATR FTIR Spektroskopisi

Toz haldeki CAPE, PLGA nano lifler, damlatma yontemiyle CAPE yiiklenen PLGA nano
lifler ve puskirtme yontemiyle CAPE yiklenen PLGA nano lifler karsilastirmali olarak FTIR
spektrofotometresiyle analiz edilmistir. Sekil 6.12’de tim 6rneklerin FTIR spektrumlan

karsilastirmali olarak verilmistir.
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Sekil 6.12’de; 1632 cm™, 1596 cm™ ve 1535 cm™ bolgelerinde CAPE’ye ait IR titresim
bantlan goérilmektedir. Bu bolgelerde bulunan titresim bantlari CAPE’nin yapisindaki
C=C baglarina aittir [86]. S6z konusu bolgelerde PLGA, titresim banti géstermemistir. C=C
baglarina ait bantlarin hem puskirtme hem de damlatma ile CAPE yiiklenen PLGA nano
liflerde gorilmesi CAPE’nin basarili bir sekilde yiklendigini gostermektedir. Ancak bu
bélgede damlatma yontemindeki titresim bantlarinin siddeti puskirtme yontemine gore
daha yuksek olmustur. Bu sonug, damlatma yonteminde tasinan CAPE miktarinin

puskirtme yontemine gore ylksek oldugunu gostermektedir.

 — e I

S 80+ —— PLGA nano lifler
: —— CAPE

i { —— CAPE-damlatma
1 —— CAPE-Piiskiirtme
-
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Sekil 6.12 PLGA, CAPE, Damlatma yontemiyle CAPE yiklenen malzeme ve Pliskiirtme
yontemiyle CAPE yiklenen malzemeye ait ATR FTIR spektrumlar

6.3.3 XRD Analizi

Tez calismasi kapsaminda yapilan XRD analizi 26 acisinda 5-32° arasi taranarak
gerceklestirilmistir. Yapilan analiz sonucunda elde edilen X-isini kirinim paternleri Sekil
6.13’te karsilastirmali olarak verilmistir. Sekil 6.13a’da goruldigi gibi PLGA’ya ait XRD
pikleri dislk siddettetir ve sayilar olduk¢a fazladir. Bunun sebebi; PLGA’nin amorf bir
malzeme olmasindan dolayr atomlarinin belirli bir geometrik dizilime sahip olmamasi
dolayisiyla da X-iginlarini élgilebilir bir kirilnima ugratamamasidir. [82]. CAPE molekili

ise kristal yapida oldugundan [87] atomlarn belirli bir geometrik dizilime sahiptir.
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CAPE’nin kristal yapisindaki atomlarinin X-iginlarini kirlnima ugratmasiyla X-isinlarinda

meydana gelen degisimler sonucu olusan keskin pikler Sekil 6.13b’de goriilmektedir.

CAPE yikli PLGA nano liflere ait XRD paternleri incelendiginde hem CAPE’ye ait olan
6.10°, 12.25°, 18.45°, 22.55° ve 26.53° bolgelerindeki pikler hem de PLGA polimerine ait
amorf pik bolgeleri gorilmektedir (Sekil 6.13c ve Sekil 6.13d). Bu sonug nano liflere CAPE
molekilinin basan ile ylklendigini ve nano iflerin gerek CAPE ve gerekse PLGA
morfolojisine sahip oldugunu gostermektedir. Damlatma yontemi ve piskirtme
yontemi ile CAPE ylklenen PLGA nano liflerin XRD pikleri karsilastirildiginda ise
damlatma yénteminde pik morfolojisinin daha keskin oldugu goriilmektedir. Damlatma
yonteminde etken madde yikleme verimi plskiirtme yontemine gore daha yiksek
oldugundan nano liflerde daha fazla CAPE molekill tasinmasi sonucunda, X-isinlarini

kirlnima ugratma siddeti de daha yiksek olmustur.

c)
6.10°

18.45°

22.55°
12.25° 26.53°
j y) L Ao A 1)

a)
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Sekil 6.13 a) PLGA nano lifler, b) CAPE, c) damlatma yontemiyle CAPE yiiklenen PLGA

nano lifler ve d) puskirtme yontemiyle CAPE yiklenen PLGA nano liflere ait XRD
paternleri

6.3.4 Yikleme Verimi

Yapilan calismada yikleme verimleri hesaplanirken her iki yontemle CAPE yiklenen

malzemelerden 4 cm? alaninda birer adet parca kullanilmistir. Kesilen parcalarda
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bulunan CAPE miktarn baslangicta yiiklenen CAPE miktarina oranlanarak yikleme verimi
bulunmustur. Damlatma yo6ntemiyle CAPE vyiklenen malzeme ile yapilan deney
sonucunda 4 cm? alana 0.86 mg CAPE yiklendigi hesaplanmistir. 4 cm? alana 1 mg CAPE
diisecek sekilde yikleme yapildigindan yikleme verimi %86 olarak hesaplanmistir. Bu
sonug; Chen ve arkadaslarinin yapmis oldugu PLGA nano liflere antikanser ajan
emdirilmesi ile ilgili calismada elde edilen yikleme verimi ile benzerlik gostermektedir

[82].

Puskirtme yonteminde ise ylikleme verimi %58 olarak hesaplanmistir. Bu oran, Vashisth
ve arkadaslarinin 2016 yilinda yapmis olduklarn calismadan elde edilen yikleme verimi
ile uyumlu bulunmustur [88]. Damlatma yonteminde plskirtmeye gore daha yiksek
yukleme verimi elde edilmistir. Damlatma yonteminde CAPE ¢ozeltisi direkt olarak nano
liflerin Gzerine emdirilmektedir. Piskirtme yonteminde ise CAPE cozeltisi damlaciklar
halinde nano liflerin ylizeyine ulasmaktadir. Bu nedenle puskirtme yonteminde madde

kaybinin daha fazla oldugu dislnilmektedir.

6.3.5 CAPE Salimi

Damlatma ve plskirtme yontemiyle CAPE yiuklenen yara ortilerinin CAPE’yi salim
profillleri PBS ortaminda 7 giin (168 saat) boyunca incelenmistir. Belirli zaman
araliklarinda (0, 15, 30, 45. dakikalarve 1, 24,48, 72, 96, 120, 144 ve 168. saatler) 6rnek
alinarak UV oOlglimleri vyapilmis ve kalibrasyon egrisi yardimiyla o6rneklerin
konsantrasyonu hesaplanmistir. Sekil 6.14’te her iki yontemle CAPE yiklenen yara

ortllerinin zamana bagh kiimulatif salim ylzdesi grafikleri gosterilmistir.

Salim deneyleri sonucunda damlatma ve plskiirtme ile CAPE yiiklenen malzemelerde
bulunan CAPE miktarinin 7 giinde sirasiyla %77’si ve %901 PBS ortamina salinmistir. Bu
oranlar, Meng ve arkadaslarinin yapmis oldugu calisma ile [89] benzerlik
gostermemektedir. Meng ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, PLGA nano liflere
yuklenen etken maddenin 12 saat sonunda tamaminin salindigi rapor edilmistir. S6z
konusu literatirde bu calisma ile benzer molekiiler agirliga sahip PLGA kullanilmasina
karsin etken madde salimi daha hizli gergeklesmistir. Literatiir galismasinda kullanilan
etken maddenin (Fenbufen) hidrofilitesinin yliksek olmasindan dolayr CAPE’ye gore daha

hizli salim gosterdigi distintiimektedir.
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Sekil 6.14 Damlatma ve Puskiirtme yontemleriyle CAPE yiklenen yara ortilerinin salim
grafikleri

Yapilan tez calismasinda gorilmustir ki damlatma yonteminde daha yavas bir salim
olmasina ragmen puskirtme yonteminde hizli ve daha ylksek oranda salim
gerceklesmektedir. Puskiirtme yonteminde verim damlatmaya gore oldukca disiik
olmasina ragmen bu yéntemde salim daha hizli olmustur. Damlatma yénteminde mikro
pipetle ¢Ozelti halinde malzemenin ylizeyine direkt birakilan CAPE molekuliiniin sadece
yuzeyde kalmayip i¢ kisimlardaki fiberlere dagilmis oldugu distnilmektedir. Aksine
puskirtme yonteminde c¢ozelti malzemenin ylizeyine havada dagilarak damlaciklar
halinde ulastigindan i¢ kisimlara inemeden buharlasmaya baslamis oldugu

distnulmektedir. SEM goriintileri de bu durumu destekler niteliktedir (Sekil 6.11).

6.3.6 Sisme

Yiksek sivi absorplama yetenegi, yara ortllerinde aranan en 6nemli ozelliklerden biri
olarak gorilmektedir. Eksuda yani yara sivisi, yarayl nemli tutarak iyilesme icin uygun
ortami saglayan bir sividir [90]. Eksuda yilksek miktarda Uretildiginde ise yaranin
gozlemlenmesi ve tedavisi agisindan problem olusturmaktadir [91]. Bu nedenle eksudayi
emebilme 6zelligine sahip yara ortilerinin gelistirilmesi 6nem kazanmaktadir. Yapilan
tez calismasinda Uretilen nano liflerin sivi absorplama kapasitesi 6l cilmustir. Bu amacla;

nano kalinlikta PLGA liflerden olusan malzeme PBS ortaminda bekletilerek belirli zaman
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araliklarinda agirlik 6lcimi yapilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda PLGA nano liflerin 72
saat sonunda %600 oraninda sisme gosterdigi belirlenmistir. 48 ve 72. saatlerde sisme
ylzdesinin esit olmasindan dolayl malzemenin maksimum sisme seviyesine ulastigi Sekil

6.15’teki grafikte gorilmektedir.
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Sekil 6.15 PLGA nano liflerin zamana bagl sisme grafigi

Bu konuda yapilan bir ¢calismada yara ortiisii olarak tasarlanan hidrofilik bir malzemenin
sivl absorplama kapasitesinin %300-700 araliginda oldugu rapor edilmistir [92]. Bu tez
¢alismasinda PLGA hidrofobik bir polimer olmasina ragmen elektro-egirilmis PLGA ile
yapilan sisme testinde malzeme kendi agirliginin 6 kati kadar siviyi absorbe edebilmistir.
Bu kapasiteye yapisinda bulunan nano kalinlikta lifler ve liflerin aralarindaki nano ve

mikro boyutlardaki gozenekler sayesinde ulastigi diisiiniilmektedir.

6.3.7 Antioksidan Etkinlik Belirleme Testi

Yara iyilesmesi sirasinda gerceklesen hiicre faaliyetleri sonucunda fazla miktarda reaktif
oksijen tlrevi olusmaktadir. ROT zamanla artarak yara iyilesmesini geciktirmekte ve
cevre dokularda hasara sebep olmaktadir [93]. Bu nedenle yara ortilerinde antioksidan
ozellikli ajanlarin kullanilmasi son derece 6nemlidir [83]. Yapilan antioksidan etkinlik
belirleme testinde PLGA nano lifler ve CAPE yUkli yara orti malzemelerinin

karsilastirmali olarak reaktif oksijen tirevlerini stiplrme yizdeleri incelenmistir. Yapilan
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¢alisma sonucunda elde edilen antioksidan aktiviteler Sekil 6.16’daki grafikte verilmistir.
Antioksidan aktivite testinde PLGA nano lifler %5 oraninda aktivite gosterdigi
gorilmektedir. Bu sonug literatirle uyumlu olup, PLGA'nin yapisindaki fonksiyonel
baglar sebebiyle gerceklestigi bilinmektedir [83]. Damlatma ve puskiirtme yontemleriyle
CAPE ylklenen yara ortilerinde ise antioksidan o©zelligi literatirde bilinen CAPE
molekili [94], DPPH ¢ozeltisine kontrolli bir sekilde salindigindan aktivitesini koruyarak
serbest radikalleri yiksek oranda stplrmdistir. Bu sonuglar Ignatova ve arkadaslarinin
yapmis oldugu bir calismadaki [52] antioksidan aktivite sonuclan ile benzerlik

gostermektedir.

iki farkli yiikleme yéntemi arasinda yiiksek bir yiikkleme verimi farki olmasina ragmen
puskirtme yontemindeki antioksidan aktivite daha yiiksek olarak bulunmustur. Bunun
sebebinin plskirtme yonteminde CAPE’nin damlatma yontemine goére ylizeye daha
yakin yer almasi boylece DPPH c¢ozeltisine daha hizli gecis yapmasi oldugu

distnilmektedir.
100 -

%86.2 %85.7

Antioksidan Aktivite (%)
8 3 3
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N
o
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Sekil 6.16 Puskirtme ve damlatma yontemleriyle CAPE yiiklenen yara ortilerinin bos
PLGA nano liflerle karsilastirmali olarak ylizde antioksidan aktivite grafigi
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6.3.8 Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu tez kapsaminda uretilen CAPE yiklenmis yara 6rtlisi malzemesinin antimikrobiyal
aktivitesi disk difflizyon ve zamana bagh 6lim testi olmak Uzere iki ayr metot ve Ug

mikroorganizma ile degerlendirilmistir.

Disk difflizyon testinde; deney test drneklerindeki animikrobiyal ajan olan CAPE’nin agar
ortaminda diflizyon prensibi ile yayillarak mikroorganizma bliylimesi Uzerine olan
inhibisyon etkisi degerlendirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen sonuglar

Cizelge 6.1'de verilmistir.

Cizelge 6.1 Disk diflizyon metodu ile elde edilen sonuglara ait petri gértntileri

Damlatma Piiskiirtme
Ornek . yontemiyle CAPE yontemiyle CAPE
PLGA nagggifler yiiklenen PLGA nano | yiiklenen PLGA nano
Mikroorganizma lifler lifler

S. aureus

P. aeruginosa

C. albicans

Cizelge 6.1'deki petri resimlerinde gorildigu gibi Uretilen yara 6rti malzemelerinin
etrafinda herhangi bir inhibisyon zonu olusmamis ve kontrol olarak kullanilan PLGA nano
lifler ile CAPE yUkli yara ortlii malzemeleri arasinda farklilik gézlenmemistir. Bu sebeple
antimikrobiyal aktivite tespit edilememistir. Bunun en onemli sebebinin; yara orti

malzemesi olarak tasarlanan CAPE yukli PLGA nano liflerin agar ortamina tam olarak
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nifuz edememesi ve buna bagh olarak agar ortamina diflize olmasi beklenilen
antimikrobiyal ajan CAPE’nin uygun sekilde salinmamasi oldugu dislnilmektedir. Ayrica
Uretilen yara orti malzemelerinin agar ortaminda degrede oldugu ve yizey lzerinde
kicuk partikdller olusturdugu (yanlis pozitif sonug degerlendirmesi) tespit edilmistir. Bu
durum, disk diflizyon yonteminin standartlara uygun olarak degerlendirilmesini
engellemistir. Xing ve arkadaslarinin benzer molekiler agirliktaki PLGA ile yaptiklan
calismada [59] farkl sonuglar elde edilmistir. S6z konusu c¢alismada Quercetin yikla

nano liflerin etrafinda inhibisyon zonlarinin olustugu gozlenmistir.

Bu sonuglardan dolayi antibakteriyel aktivite calismalari zamana bagl 6lim metodu ile

tekrar degerlendirilmistir.

Zamana bagh 6liim metodunda; deney test drneklerinin antimikrobiyal aktivitesi, belirli
zaman araliklarinda spektrofotmetrik olgiimlerle turbidimetrik ve standart petri sayim
yontemiyle de canli koloni sayisi verileri elde edilmek suretiyle degerlendirilmistir.
Standart petri sayim yonteminde kullanilan petrilere ait goriintiler Cizelge 6.2, 6.3 ve
6.4'te verilmistir. Standart petri sayim yontemiyle elde edilen canli mikroorganizma
sayilar CFU/mL olarak hesaplanmistir. Canli hiicre sayisi (CFU/mL) ve turbidite (ODseo)
degerleri S. aureus (Sekil 6.17), P. aeruginosa (Sekil 6.18) ve C. albicans (Sekil 6.19) icin
ayn ayri olmak Uzere grafiklerle ifade edilmistir. Sekil 6.17, 6.18 ve 6.19'da ¢izgi grafikleri
CFU/mL degerlerini, stitun grafikleri ise Opseo degerlerini gostermektedir. CAPE yukli
yara Orti malzemesinin mikroorganizmalar Uzerinde gostermis oldugu zamana bagli
blylime inhibisyonu yilzdeleri hesaplanmis ve Sekil 6.20’deki grafikte mikroorganizma

bazinda karsilastirmali olarak verilmistir.

Gram (+) bir bakteri tliri olan S. aureus ile gerceklestirilen zamana bagli 6lim metodu
deneyinde 2. saatte CAPE yikli yara oOrtisi %84 oraninda blylime inhibisyonu
gosterirken (Sekil 6.20). 4, 8 ve 24. saatlerde %100 oraninda biylime inhibisyonu etkisi
gostermistir. PVP ile yapilan bir ¢calismada, Gram (+) bir bakteri tlr( olan S. Pyogenes
tirdne karsi 12. saatten sonra %100 inhibisyon etkisi gozlenmistir [95]. Bu sonuglar,
hidrofilik ortamlarda ¢ozinlirlGgl diusik olan CAPE’nin [96], nano liflerden kontrolli
olarak salimi sayesinde antimikrobiyal aktivitesini 24 saat boyunca devam ettirdigini
gostermektedir. CAPE molekiliinin polimer ¢6zeltisine katilmayip elektro-egirme

sonrasi nano liflere yiklenmesi sayesinde daha hizli bir biyime inhibisyonu etkisine
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ulasiimistir. Cizelge 6.2’deki petri resimlerinde CAPE yuklU yara ortlistini igeren deney
test orneklerinde bakteri koloni yogunlugunun PLGA nano lifler ve mikroorganizm

kontrole gore daha disik oldugu gorilmektedir.
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Sekil 6.17 S. aureus i¢in zamana bagli canl hiicre sayisi (CFU/mL) ve turbidite (ODse0)
grafikleri

Gram (-) bir bakteri tlrli olan P. aeruginosa ile yapilan zamana bagli 6lim calismasinda
CAPE yiUklG yara ortii malzemesinin inhibisyonu 2. saatte %55 iken 4. saatte %100’e
ulasmistir. Ancak sonrasinda 8. saatte %34’e geriledigi gozlenmistir (Sekil 6.20). Bu
veriler gostermektedir ki; CAPE yUkli yara ortlist P. aeruginosa tiiri lizerinde S. aureus
Uzerinde gosterdigi aktiviteye gore daha kisa stireli bir antimikrobiyal aktiviteye sahiptir.
Bunun sebebinin, Gram (-) bir bakteri olan P. aeruginosa’nin hiicre duvarindaki
peptidoglikan yapisina ek olarak dis zar denilen duvar tabakasinin varligi oldugu ve nano
liflerden kontrolll bir sekilde salinan CAPE miktarinin 8. saatten sonra bakteri lizerinde
inhibisyon etkisi gosterecek kadar yeterli seviyede olmadigi duasiinilmektedir.
Literatirde yer alan benzer ¢alismalarda da etken madde yiklG nano lifler Gram (-) tiirler
Uzerinde Gram (+) tlirlere gore daha dislik inhibisyon etkisi gostermistir [52], [97].
Cizelge 6.3'te verilen petri resimlerinde CAPE yukli yara ortlistiniin 4. saate kadar P.
aeruginosa tirinin blylmesini inhibe ettigi daha sonra aktivitesinin azaldigl

gorilmektedir.
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Sekil 6.18 P. aeruginosa igin zamana bagli canli hiicre sayist (CFU/mL) ve turbidite
(ODseo) grafikleri

Bir fungus tirl olan C. albicans kullanilarak gergeklestirilen zamana bagli 6lim metodu
calismasinda; 2, 4 ve 8. saatlerde tiim deney test 6rneklerine ait turbidite degerlerinin
0.06-0.08 araliginda oldugu goézlenmistir. 24. saatte ise CAPE yUkli yara ortlsiinde
turbidite degeri 0.118 olurken diger 6rneklerde 0.6-0.8 araliginda oldugu gorilmektedir
(Sekil 6.19). Yapilan ¢alismada CAPE yikli yara ortlsiinin C. albicans Gzerinde gostermis
oldugu buylime inhibisyonunun 2. saatte %18 oldugu ve daha sonra artis gostererek 4,
8 ve 24. saatlerde sirasiyla %74, 93 ve 91 oldugu gozlenmistir. Quercetin yikli PLGA
nano liflerin C. albicans Uzerindeki antibiyofilm etkisinin incelendigi bir calismada, 48.
saatten sonra %80 inhibisyon etkisi gozlenmistir. Bu sonuca gore tez c¢alismasinda
kullanilan CAPE’nin C. albicans lzerinde Quercetin’e gore daha hizli ve daha yiksek
buylme inhibisyonu etkisi gosterdigi belirlenmistir. Yapilan tez ¢alismasinda PLGA nano
liflerden zamana bagh olarak kontrolli bir sekilde salinan CAPE; C. albicans Uzerinde
zamana bagli artan bir antimikrobiyal aktivite gostermistir (Sekil 6.20). Cizelge 6.4'te

verilen petri resimleri bu sonuglarn destekler niteliktedir.
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Sekil 6.19 C. albicans igin zamana bagh canli hiicre sayisi (CFU/mL) ve turbidite (ODse0)
grafikleri
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Sekil 6.20 CAPE yikll yara ortii malzemesinin mikroorganizma bazinda zamana bagli
blylme inhibisyonu grafigi

Yapilan zamana bagh 6lim metodu calismasinda; CAPE’nin ¢o6zliclisii olarak kullanilan
etanole bagl yanlis pozitif sonug goriilmemesi agisindan etanol emdirilmis PLGA nano
lifler kontrol amagh olarak deneylere dahil edilmistir. Calisma sonuglarinda; etanolli

PLGA ve PLGA nano lifler arasinda canli hiicre sayisi ve turbidite acisindan belirgin bir
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farkhlik olmadigi gozlenmistir. Buna bagl olarak CAPE yikll yara ortisiinde gozlenen
antimikrobiyal aktivite oranlarinin etanolden kaynakli olmayip nano liflerden salinan

CAPE’ye ait oldugu anlasiimaktadir.

Yapilan ¢alismada bazi zaman araliklarinda (S. aureus’ta 4. saatte, P. aeruginosa’da 2.
saatte, C. albicans’ta 8 ve 24. saatlerde) PLGA ve etanollii PLGA nano liflerde canli hiicre
sayisinin sadece mikroorganizma iceren kontrole gére daha yiksek oldugu
gorilmektedir. Bunun sebebinin; PLGA nano liflerin sivi besi kilturiinde laktik asit ve
glikolik asite pargalanmasi sonucu bakteriler tarafindan besin kaynagi olarak kullanmasi
oldugu dustnilmektedir. Literatlirde yer alan bir calismada PVP nano liflerin uygulandigi
ornekte canli hiicre sayisinin sadece mikroorganizma iceren kontrolden daha disuk
oldugu tespit edilmistir [98]. PVP, antibakteriyel bir polimer oldugundan
mikroorganizmalarin blylmesini inhibe etmekte dolayisiyla besin maddesi olarak

kullanilamamaktadir [99].
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Cizelge 6.2 S. aureus ile yapilan zamana bagli 6liim metodunda standart petri
sayiminda kullanilan petrilere ait gorintiler ve seyreltme faktorleri
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Ortiisii

PLGA Nano Lifler

Etanollii PLGA

Mikroorganizma
Kontrol

Direkt

Direkt

24

Di'r kt/

Direkt

64




Cizelge 6.3 P. aeruginosa ile yapilan zamana bagl 6lim metodunda standart petri
sayiminda kullanilan petrilere ait gorintiler ve seyreltme faktorleri
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Cizelge 6.4 C. albicans ile yapilan zamana bagl 6lim metodunda standart petri
sayiminda kullanilan petrilere ait gorintiler ve seyreltme faktorleri
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6.4 Yorumlar

Yapilan tez ¢alismasinda elektro-egirme yontemiyle PLGA nano lifler basarili bir sekilde
Uretilmistir. Yara ortilerinde hiicrelerin ¢ogalmasi icin uygun ortam olustururken ayni
zamanda dis ortama karsi bariyer gorevi géren malzemeler tercih edilmektedir. PLGA
nano liflerin morfolojik analizleri SEM gorintileri ile degerlendirilmistir. Nano lif ¢aplarn
310-410 nm olarak olgllmustir. Nano liflerin diizglin silindirik yapida oldugu tespit
edilmistir. Daha sonra, Uretilen nano liflere CAPE molekill yiklenmistir. Yapilan FTIR
spektroskopisi, XRD ve SEM analizlerinde CAPE molekiliiniin nano liflere basarili bir

sekilde ylklenmis oldugu tespit edilmistir.

PLGA nano liflerden olusan malzemenin sisme yetenegi degerlendirilerek %600 oraninda
sivi absorpladigl bulunmustur. Bu oranin eksudasi ylksek yaralarda fazla sivinin yara
ortamindan uzaklastiriimasi agisindan avantaj saglayacagi diisiintilmektedir. Yara ortiisi
degisimine baglh travmalarin en aza indirilmesi ve hasta konforunun Ust dizeyde
tutulmasi icin kontrolll ilag salimi yapan yara ortilerinin kullanimi olduk¢a 6nemlidir
[30]. Bu nedenle CAPE yikli PLGA nano liflerle etken maldde salim calismasi yapilmistir.
PLGA nano liflere ylklenen CAPE’nin 7 giin boyunca kontrolli olarak saliminin

gerceklestigi tespit edilmistir.

Reaktif oksijen tirevleri (ROT), kronik yaralarda mikroorganizmalarin ve 6lu hiicrelerin
temizlenmesinden sorumlu olan fagositik hicrelerin aktivitesi sonucu artis
gostermektedir. ROT, normal seviyedeyken mikroorganizmalarin yara ortamindan
uzaklastirnlmasina yardimci olmaktadir. Ancak yiksek seviyede ROT, yara iyilesmesini
yavaslatmakta ve cevre dokularda hasara sebep olmaktadir [83]. DPPH yontemiyle
yapilan antioksidan aktivite calismasinda CAPE yikli yara ortiilerinin ROT stiplirme orani
%86 olarak bulunmustur. Elde edilen antioksidan aktivite ylzdesinin yara iyilesmesini

hizlandirma acisindan avantajli oldugu disinilmektedir.

Disk diflizyon testi calismasinda CAPE yikll yara ortli malzemeleri oldukga yiksek bir
hizla bozunarak neredeyse tamamen degrede olmustur. Bozunma hizinin yavas olmasi
gereken yaralarda bu malzemenin tibbi agidan kullaniminin uygun olmadigi kanaatine
ulasilmistir. Buna karsin CAPE’nin biyouyumlulugu da g6z oniinde bulundurularak
yuksek biyobozunurluk gerektiren deri alti cerrahi yaralarda kullanilmasinin daha uygun

olacagi dusinilmektedir.
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Zamana bagli 6lim metodu calismasinda ise elde edilen mikrobiyal inhibisyon verileri
Uretilen CAPE yukli yara 6rtii malzemelerinin 6zellikle yiksek biyobozunurluk gerektiren
deri alti cerrahi yaralarda kullaniminin enfeksiyon riskinin azaltilmasi agisindan uygun
olacagl kanaatine ulasilmistir. Ancak Gram (-) mikroorganizmalarin neden oldugu
enfeksiyonlarda uzun sireli koruyuculugunun olmadigi goéruldigiinden enfeksiyon
etkeninin CAPE yukli yara ortlii malzemesi kullanimi 6ncesi test edilmesi gerektigi de g6z

ondnde bulundurulmalidir.

ilerleyen calismalarda Uretilen vyara ortilerinin canh hiicrelerle etkilesimlerinin
incelenmesi i¢in biyouyumluluk ve yara iyilesmesi belirteclerinde biri olan hiicre gé¢line
etkisi (cell migration assay) ¢alismalarinin yapilmasi planlanmaktadir. Béylece in vitro
deneyleri tamamlanacak olan CAPE yiikli PLGA yara ortlislinin in vivo calismalari icin

gereken aktivite sonuclar elde edilmis olacaktir.
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