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TESEKKUR
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konusunda yardime1 olan degerli hocam Saym Dog. Dr. ilker POLATOGLU’na ve
caligmalarim sirasinda manevi destegini her zaman hissettigim degerli arkadasim
Yiiksek Biyomiihendis Aysenur YARDIM’a siikranlarimi sunarim. Son olarak
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Secil CELIK ERBAS’a tesekkiirlerimi sunarim.
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Seyda Nur COBAN
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OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Bamya Miisilaji ve Metil Seliiloz Iceren Kantaron Yag ve Gentamisin Katkil
Fonksiyonel Bir Yara Ortii Malzemesinin Uretimi ve Karakterizasyonu

Seyda Nur COBAN

Manisa Celal Bayar Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Metalurji ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman: Doc. Dr. Erdal EROGLU

Yara iyilesmesi i¢in uygulanan c¢esitli tedavilerin arasinda yara Ortii
malzemeleri en sik kullanilan yaklasimlardan biridir. Son yillarda, yara iyilesme
siirecini hizlandirmak amaciyla aktif bilesenler igeren ve dogal malzemelerden
iiretilen fonksiyonel yara ortii malzemeleri gelistirilmektedir. Ozellikle miisilajindz
bilesenlere sahip bitkilerden elde edilen dogal malzemeler, biyouyumlu,
biyobozunur, kolay bulunabilen, diisiik maliyetli ve toksik olmayan 6zellikleri ile 6n
plana c¢ikmaktadir. Miisilaj igerigi yiiksek olan bitkilerden biri olan bamyanin
(Abelmoschus esculentus), icerdigi cesitli bilesikler sayesinde yara iyilestirme
stirecinde etkili oldugu bilinmektedir. Hypericum perforatum bitkisi gibi aktif dogal
bilesenlerin biyomalzemelere eklenmesiyle fonksiyonel yara Ortli malzemeleri elde
edilmekte ve yara iyilesme siirecinde olumlu sonuglar alinmaktadir. Yaptigimiz bu
calismada, bamya miisilaji (BM) ve metil seliillozdan (MS) sar1 kantaron yag1 (Hp) ve
gentamisin (G) katkili fonksiyonel bir yara ortli malzemesi tlretilmistir. Enstriimantal
ve biyolojik analizlerle kapsamli bir gekilde karakterize edilen yara Orti
malzemesinin yara iyilesme siirecine olan etkisi in vitro ortamda arastirilmustir.
Uretilen biyomalzemelerin yapisal ve morfolojik o6zellikleri Fourier doniigiimlii
kizil6tesi spektroskopisi (FTIR) ve taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri ile
incelenmistir. FTIR analizi sonuglarinda, Hp’ye 6zgii pikler HpG katkili filmlerde
acik bir sekilde gozlenmistir. SEM analizi sonuglarina gére, BM:MS filmlerinin
ylizeyi piiriizsiiz olarak goézlenirken, Hp katkili filmlerde 1,4-2,2 pum araliginda
diizgiin yuvarlak sekilli porlarin yer aldigi bir yapr gozlenmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda Hp konsantrasyonundaki artis biyomalzemenin yapisinda por
olusumuna sebep olmus ve buna bagli olarak su buhar1 gecirgenliginin de arttig1
tespit edilmistir. Mekanik o6zellikleri incelemek amaciyla ¢ekme testi
gergeklestirilmis ve biyomalzemelerin ¢ekme mukavemetleri 9,1-27,4 MPa
araliginda bulunmustur. Bunun yani sira, film kalinliklari ideal araliga (0,05-0,1 mm)
uygun olacak sekilde 0,06-0,1 mm araliginda bulunmustur. Biyomalzemelerin yiizey
temas agilar1 bir gonyometre cihazi yardimiyla o6lgiilerek 70-110° araliginda
bulunmus ve Hp ilavesinin yiizey hidrofobisitesini azalttig1 belirlenmistir. Toplam
fenolik madde miktar1 ve toplam antioksidan kapasite tayini icin sirasiyla Folin-
Ciocalteu ve CUPRAC metotlar1 uygulanmstir. Icerdigi dogal bilesenler sayesinde,
BM:MS/HpG biyomalzemelerinin fenolik madde igerdigi ve antioksidan o6zellik
sergiledigi goriilmiistiir. Antibakteriyel aktivite tespiti i¢in gergeklestirilen disk
difiizyon ve bakteri gecis testlerinden elde edilen sonuglarda, HpG igeren
biyomalzemelerde belirgin zonlar goriilmiis ve bu filmlerin bakteri ge¢isini

X



engelledigi gozlenmistir. Ayrica, ImageJ programinda yapilan analizlerde, S. aureus
igin 2,0-2,2 cm ve E. coli igin 2,1-2,4 cm araliginda zonlar Gl¢lilmistiir. Calisma
kapsaminda tiretilen biyomalzemelerin sitotoksisitesi, in vitro ortamda BJ hiicre hatt1
kullanilarak MTT canlilik testi ile belirlenmistir. Sonuglara goére, HpG igeren
biyomalzeme ekstraktlarinin tiimiinde %70’in {iizerinde hiicre canlilig1 tespit
edilmistir. Diger yandan ayni hiicre hatti (BJ) kullanilarak gergeklestirilen ¢izik
testinde, Hp ilavesi ile yara kapama hizinin arttigi belirlenmistir. Sonug olarak,
tamamen dogal ajanlar kullanarak gelistirdigimiz yara Ortii malzemesinin
icerigindeki BM, MS, Hp ve G arasindaki sinerjistik etkilerin ilk defa ¢alisilmas1 ve
farkl1 fonksiyonel oOzellikleri ile literatiire yenilik getirilmistir. Elde ettigimiz
bulgular neticesinde, gelistirdigimiz biyomalzemenin farkli biyoteknolojik
uygulamalarda da kullanilabilecegi ve yara iyilesme silirecindeki etkisini daha iyi
anlamak amaciyla in vivo yara modeli iizerinde denenebilecegi sonucuna varilmstir.

Anahtar Kelimeler: Yara ortii malzemesi, Biyomalzeme, Bamya miisilaji, Metil
seliiloz, Hypericum perforatum, Gentamisin
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Wound dressing materials are one of the most common approaches among
various treatments for wound healing. In recent years, functional wound dressing
materials with active components and natural materials have been developed to speed
up the wound healing process. Natural materials, especially from plants with
mucilaginous components, stand out with their biocompatible, biodegradable, easy-
to-find, low-cost, and non-toxic features. Okra (Abelmoschus esculentus), one of the
plants with high mucilage content, is known to be effective in the wound-healing
process of its various compounds. Functional wound dressing materials were
obtained by adding active natural components such as Hypericum perforatum plant
to biomaterials and positive results were obtained during the wound healing process.
In this study, a functional wound dressing material was produced from okra mucilage
(OM) and methyl cellulose (MC) with the addition of St. John’s wort oil (Hp) and
gentamicin (G). The wound dressing materials (BM: MS and BM: MS/HpG) have
been extensively characterized by instrumentation and biological analysis, and the
effects on the wound healing process have been researched in vitro environment. The
structural and morphological properties of the biomaterials have been examined by
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) and scanning electron microscope
(SEM) analyses. Results of FTIR analysis showed that specific peaks of Hp have
been observed in HpG-additive films. According to the SEM analysis results, the
surface of the BM: MS films was observed smoothly, while Hp additive films have
seen a structure with smooth round-shaped pores in the range of 1.4 to 2.2 um. In
line with these results, the increase in Hp concentration has increased the formation
of pores and consequently increased water vapor permeability. In the results of the
tensile test to examine the mechanical properties of the biomaterials, the tensile
strengths have been found in the range of 9.1 to 27.4 MPa. Additionally, film
thicknesses were within the range of 0.06 to 0.1 mm, which is suitable for the ideal
range (0.05-0.1 mm). The surface contact angles of the biomaterials were measured
using a goniometer device to be found within a range of 70° to 110° and determined
that the addition of Hp reduces surface hydrophobicity. The Folin-Ciocalteu and
CUPRAC methods were applied respectively for the determination of the total
phenolic content and total antioxidant capacity of the biomaterial extracts. According
to the results of the analysis, biomaterials have phenolic content and antioxidant
properties due to the natural components they contain. The results of disk diffusion
and bacterial transmission tests for the determination of antibacterial activity showed

Xl



significant zones in film samples containing HpG and found that these films
prevented the transmission of bacteria. Also, in the analysis performed with Image J,
the zones were measured in the range of 2.0 to 2.2 cm for S. aureus and 2.1 to 2.4 cm
for E. coli. The cytotoxicity of biomaterial extracts was determined by in vitro MTT
cell proliferation assay using the BJ cell line. For the biomaterial extracts containing
HpG, BJ cell viability was determined more than 70%. On the other hand, in the
scratch assay, it was determined that the wound closure rate increased with Hp added
to the biomaterials. Eventually, the synergistic effects of the components (OM, MC,
Hp, and G) in the wound dressing material that we developed using completely
natural agents have been studied for the first time and the literature has been
innovated with different functional properties of this wound dressing material. As a
result of our findings, it was concluded that the biomaterial we developed could also
be used in different biotechnological applications and could be tested on the in
vivo models to better understand the impact of the wound healing process.

Keywords: Wound dressing material, Biomaterial, Okra mucilage, Methyl
cellulose, Hypericum perforatum, Gentamicin
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1. GIRIS

Viicudumuzun en biiylik organi olarak bilinen cildin herhangi bir nedenle
biyokimyasal, hiicresel ve anatomik devamliliginin bozulmasi sonucunda yara olarak
adlandirilan kusurlar olusur [1]. Yara iyilesmesi, yarali dokunun yapisal ve
fonksiyonel biitlinliigiinii geri kazanmasi i¢in gerekli olan bir siirectir. Bu siireg
hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve maturasyon olarak adlandirilan farkli
evreleri igermektedir [2]. Son yillarda yarali dokunun iyilesmesini hizlandirmak ve
enfeksiyon riskini diisiirmek amaciyla sentetik veya dogal polimerler, hidrojeller,
kopiikler, transparan filmler ve silingerler gibi farkli yara oOrtii malzemeleri
gelistirilmektedir [3]. ideal bir yara &rtii malzemesinin gaz degisimine izin veren,
nemli bir ortam saglayan, enfeksiyon riskini minimize eden, toksik ve alerjik
olmayan ve kolayca ¢ikarilabilen ozelliklerde olmasi beklenmektedir [4, 5]. Bu
ozelliklere sahip olan biyouyumlu ve fonksiyonel yara ortii malzemesi iiretiminde
kullanilabilecek dogal kaynakli ve kolay bulunabilen biyomalzemelere olan ilgi
giinden giine artmaktadir [6]. Bamya gibi zengin miisilaj i¢erigine sahip olan farkli
bitkilerden veya bitki tohumlarindan iiretilen dogal malzemeler biyouyumlu,

biyobozunur, diisiik maliyetli ve toksik olmayan 6zellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadir

[7, 8].

Afrika’dan Asya’ya, Giiney Avrupa’dan Amerika’ya kadar genis alanlarda
dagilm gosteren sicakliga dayanikli tropikal bir bitki olan bamya (Abelmoschus
esculentus), karbonhidrat, protein, lif, mineraller ve ¢esitli vitaminler igermektedir
[9-11]. Genellikle bamya meyvesinin kabuk kisminda biriken bamya miisilaji,
galaktoz, ramnoz ve galakturonik asit igerigiyle dogal bir polisakkarittir. Bamya
miisilaji, yliksek c¢oziiniirlik (suda), esneklik, plastiklik ve viskozite 6zellikleri
sergileyen yenilenebilir bir malzeme kaynagidir [12]. Diisiik maliyetli, biyobozunur,
biyouyumlu ve toksik olmayan bir malzeme oldugu igin sentetik malzemelere gére
daha avantajhidir [13].

Metil seliiloz, diisiik sicakliklarda suda ¢oziinebilen, diisiik maliyetli ve kolay
islenebilir dogal polimerlerden biridir. Gidalar, kozmetik ve farmasoétik iiriinler ve
ingaat malzemeleri gibi cesitli uygulamalarda bir¢ok amagla yaygin olarak

kullanilmaktadir [14-16]. Ayrica, igerdigi hidrojen baglar1 sayesinde oldukga yiiksek



mekanik mukavemete sahip olan metil seliiloz, biyobozunur, esnek ve yenilenebilen

bir malzeme olmasi ile 6n plana ¢ikmaktadir [17].

Son zamanlarda yapilan caligmalarda fonksiyonel bir yara Ortii malzemesi
elde edebilmek i¢in biyomalzemelere dogal bilesenler eklenmesiyle yara iyilesme
stirecinin hizlandig1r goriilmistiir [18]. Diinya genelinde en ¢ok calisilan tibbi
bitkilerden biri olan Hypericum perforatum (H. perforatum) bitkisinin yara
iyilesmesi lizerinde terapdtik bir etkisi oldugu bilinmektedir. Literatiirde St. John otu
olarak da bilinen H. perforatum, iilkemizde “sar1 kantaron” olarak anilmakta ve
yapisinda ugucu yaglar, flavonoidler, hiperforin ve hiperisin gibi bilesikleri
barindirmaktadir [19, 20]. Yapilan c¢alismalarda, H. perforatum bitkisinden elde
edilen yaglarin ve zeytinyagi maseratlarinin yara iyilesme siirecine olumlu bir
katkisinin oldugu goriilmiistiir. Ancak, yara lizerine dogrudan uygulandiginda gaz
degisimini engelleyerek biyouyumlulugu olumsuz etkiledigi goriilmiistiir [21]. Bu
sebeple, yaraya direkt uygulanmasi yerine, H. perforatum yag: ilave edilmis yara

ortii malzemelerinin kullanilmasi daha fazla 6nem kazanmustir.

Bu ¢aligmanin amaci, bamya miisilaji (BM) ve metil seliiloz (MS) kullanarak
bir yara oOrtii malzemesi tiretmek ve bu yara Ortli malzemesine sar1 kantaron yagi
(Hp) ve gentamisin (G) ilave ederek fonksiyonel bir hale getirmektir. Literatiirde
yapilan ¢alismalardan farkli olarak tamamen dogal malzemelerle iiretilen yara ortii
malzemesini ¢esitli analizlerle karakterize etmek ve yara iyilesme silirecine olan

etkisini arastirmak hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Yara ve Yara Iyilesme Siireci

Insan viicudunun en biiyiik organ1 olan cilt, viicut sicakligin1 kontrol etme, dis
cevreyi algilama ve patojenlere karsi koruma gibi ¢esitli islevler iizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Bununla birlikte, viicudun en dis kisminda bulunan ve ¢esitli dis
etkenlere maruz kalan cilt, yumusak ve elastik bir yapiya sahip oldugu i¢in yara
olarak adlandirilan kusurlarin olugmasina yatkindir [22]. Yara, cildin veya bir
dokunun herhangi bir nedenle biyokimyasal, hiicresel ve anatomik devamliliginin

bozulmasi olarak tanimlanir [1].

Genel anlamda yaralar, acik ve kapali yaralar olmak tiizere iki simifta
incelenmektedir. Kapali yaralar kontiizyon (bere, ezilme), hematom ve siyriklar
olarak adlandirilan yumusak dokularda, kiicliik kan damarlarinda veya derin doku
katmanlarinda meydana gelen hasarlari icermektedir. Ag¢ik yaralar ise genellikle
yirtiklar, kesici-delici alet yaralari, cerrahi yaralar, vaskiiler norolojik ve metabolik
yaralar, radyonekroz, bocek 1siriklart ve sokmalar olarak nitelendirilmektedir. Klinik
olarak incelendiginde ise yaralar akut ve kronik olmak iizere ikiye ayrilmaktadir.
Radyasyon, asirt sicaklik degisiklikleri veya kimyasallarla temas gibi faktorlerden
kaynaklanan yaralar akut yaralar olarak adlandirilmaktadir. Kronik yaralar ise
tiimorler, enfeksiyon veya fiziksel ajanlar gibi ¢esitli nedenlerle ortaya ¢ikmaktadir.
Akut yaralar 8-12 hafta iginde kendiliginden iyilesirken, kronik yaralar uzun siireli

iltihaplanma sebebiyle daha uzun bir iyilesme siiresine sahiptir [23].

Yara iyilesmesi, yarali dokunun normal yapisini ve fonksiyonel biitiinliigiinii
geri kazanmasi i¢in gerekli olan biyolojik ve molekiiler bir siirectir [24]. Inflamatuar
hiicreler, keratinositler, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi spesifik hiicreler,
bliylime faktorleri ve enzimleriyle etkilesime girerek bu siirecin zamaninda ve

diizenli ilerlemesini saglamaktadir [25].

Yara iyilesme siireci, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon maturasyon
(veniden sekillenme) olarak adlandirilan farkli evrelerden olusmaktadir (Sekil 2.1).
Hemostaz evresinde koagiilasyon gergeklesmesi ile kanama durdurulurken daha
sonraki inflamasyon evresinde, inflamatuar hiicreler (makrofajlar, noétrofiller ve

lenfositler) hasarli bolgedeki 6lii dokuyu ortadan kaldirmaktadir. Epitel hiicrelerin



cogalmasi, bag dokunun olusmasi, kolajen birikimi ve anjiyogenez gibi biyolojik
stiregler proliferasyon evresinde gerceklesmektedir. Bu esnada graniilasyon dokusu
olusmaya ve yara kasilmaya baslamaktadir. Keratinositler, epitel hiicreler ve biiyiik
miktarda kolajen sentezleyebilen fibroblastlar bu evrede 6nemli bir yere sahiptir. Son
evre olan maturasyon evresinde ise kolajen-kolajen ve kolajen-protein molekiilleri
arasinda c¢apraz baglantilarin olusmasi yaranin gerilme kuvvetini artirmakta ve bag

dokusu yeniden sekillenmektedir [26, 27].

Yeni iyilesmis

Fibroblast Fibroblastlarin it

Makrofaj proliferasyonu

Kan pihtis Yeni iyilesmis
EUPLEEL Yara Kabugu Deri alt1 yag: dermis
» ™

Kan Damarlar

Hemostaz inflamasyon Proliferasyon Maturasyon

Sekil 2.1. Yara iyilesme siirecinin sematik gosterimi [28].
2.2. Yara Ortii Malzemeleri

Gegmisten bugiine yaranin iyilesmesi i¢in uygulanan c¢esitli biyolojik,
kimyasal ve fiziksel tedavilerin arasinda yara ortii malzemeleri en sik kullanilan
yaklasimlardan biri olarak bilinmektedir. Yara oOrtli malzemeleri, yarayr nemli
tutmak, mikroorganizmalardan korumak ve yara bolgesinde olusan fazla eksiidalari
uzaklastirmak i¢in kullanilmaktadir [29, 30]. Steril gazli bez, pamuk ve bandaj gibi
geleneksel yara Ortli malzemeleri basit bir fiziksel bariyer gorevi gorerek yaranin
iyilesmesini etkili bir sekilde desteklememektedir [31]. Diger yandan, yara oOrtii
malzemeleri  yiikksek nem igermeleri ve uygun sicakliklart nedeniyle
mikroorganizmalar i¢in uygun bir ortam olusturmaktadir [32]. Son yillarda, yara
tyilesme siirecini hizlandirmak ve enfeksiyon riskini minimuma indirmek amaciyla
biyoaktif bilesenler iceren, nemli bir ortam saglayan ve uygun mekanik 6zelliklere

sahip ¢esitli yara ortli malzemeleri gelistirilmektedir [22].

Yara Ortli malzemesi olarak sentetik veya dogal polimerler, hidrojeller,

kopiikler, kompozitler, aerojeller, siingerler, elektrospun nanofiberler ve transparan



filmler kullanilmaktadir [33]. Bu biyomalzemeler arasinda aljinat, kitosan, kolajen,
seliiloz, hyaluronik asit, keratin, jelatin ve bakteriyel seliiloz gibi dogal polimerler ile
poli(vinil alkol), poli(laktik asit), poli(etilen glikol), poli(kaprolakton) ve poliiiretan
gibi sentetik polimerler 6ne ¢ikmaktadir [29]. Dogal polimer bazli biyomalzemeler,
hemostaz, antimikrobiyal aktivite, hiicre proliferasyonunu artirma, antioksidasyon,
biyobozunurluk ve yiiksek biyouyumluluk gibi oOzellikleri agisindan yara ortii
malzemesi Uretimi i¢in daha ¢ok tercih edilmektedir [34, 35]. Sentetik ve dogal
polimerlerin avantajlar1 ve dezavantajlar1 agisindan karsilastirilmasi Tablo 2.1.°de

gosterilmistir.

Tablo 2.1. Sentetik ve dogal polimerlerin karsilagtirilmasi [23, 36].

Avantajlarn Dezavantajlar Ornekler
- Poliiiretan
- Sadece ylizeysel ve tiirevleri
yaralar i¢in uygun
. olmasi - Teflon
- Uzun raf 6mrii
Sentetik AP .
Polimerler | - Minimum - Diisiik absorpsiyon | - Proplast
kontaminasyon riski | Diisiik gecirgenlik | - Metil
metakrilat
- Diigiik tutunma
- Silikon
- Kitosan
- Biyouyumluluk - Kolajen
- Biyobozunurluk - Aljinat
Dogal - Kolay rezorpsiyon [((I)\:Illtl;:sibnlg; Iona - Hyaluronik
Polimerler y psty o y asit
egilim
- Hasarli dokuyu - Eukoidan
onarma ve yenileme
kapasitesi - Poli-N-
asetil
glukozamin

Ideal bir yara ortii malzemesi; i) yara/ortii ara yilizeyinde nemli bir ortam
saglamali ve gaz degisimine izin vermeli, ii) fazla eksiidalar1 ve toksik bilesenleri
yara yiizeyinden uzaklastirmali, ii1) enfeksiyon riskini minimize etmeli, 1v) insan
derisine benzer mekanik 6zelliklere sahip olarak yarayi dis etkenlerden korumali, v)

inflamasyona veya toksisiteye neden olmadan iyi bir biyouyumluluk gostermeli, vi)
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hiicre proliferasyonunu ve farklilagsmasin1 desteklemek i¢in uygun mikro yapiya
sahip olmali, vii) diisiik yapiskanliga sahip olarak herhangi bir travmaya sebep
olmadan kolayca ¢ikarilabilir olmalidir [31, 35]. Bu sebeple, film olusumuna uygun
ve fonksiyonel bir yara ortli malzemesi olarak kullanilabilecek dogal kaynakli, kolay
bulunabilen, biyouyumlu biyomalzemelere olan ilgi giinden giine artmaktadir [6].
Farkli bitkilerden veya bitki tohumlarindan kolayca elde edilebilen miisilajindz
bilesenlerden iiretilen dogal malzemeler diisiik maliyetli, biyobozunur, biyouyumlu
ve toksik olmayan Ozellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadirlar. Bamya da zengin miisilaj

ve besin igerigiyle ilgi ¢eken bir bitkidir [7, 8].

2.3. Bamya (Abelmoschus esculentus)

Bilimsel ismi Abelmoschus esculentus olarak bilinen bamya (Sekil 2.2),
Afrika’dan Asya’ya, Giliney Avrupa’dan Amerika’ya kadar genis alanlarda dagilim
gosteren, ebegiimecigiller ailesine ait tibbi bir bitkidir [37]. Bamya, igerdigi
karbonhidrat, protein, lif, fenolikler, mineraller (K, Na, Mg, Ca, Fe ve Zn),
vitaminler (B, C ve folik asit), polisakkarit ve mikro elementler ile insan
beslenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir [10, 11]. Ayrica, bamyanin igerigindeki
saponinler, tanenler, flavonoidler ve alkaloidler sayesinde antiinflamatuar,
antibakteriyel, antioksidan, antidepresan, antidiyabetik etki sergiledigi ve
anjiyogenezi hizlandirarak yara iyilestirme siirecine katki sagladig: ifade edilmistir
[38—40]. Tirkiye’de yaygin olarak yetistirilen ve tiiketilen bamya, geleneksel Tiirk
tibbinda yara iyilestirme amagli kullanilmaktadir. Bamya meyveleri ile hazirlanan
yulaf lapasi cilt hasarlarinin tedavisinde kullanilirken yine meyvelerinden elde edilen

kivamli sivi1 yaralara uygulanarak kullanilmaktadir [41].



Sekil 2.2. Bamya bitkisinin meyveleri ve yapraklari [42].

Bamya, tiiketilmedigi durumlarda kurutularak saklanabilmekte ve genellikle
bamya meyvesinin kabuk kisminda biriken misilajinéz maddeler sebebiyle farkli
alanlarda kullanilabilmektedir. Bamya miisilaji, gida isleme, atik su aritma ve ilag
endustrileri gibi ¢esitli islemlerde kullanilan dogal ve diisiik maliyetli bir
biyopolimer olarak giin gegtikge daha fazla tercih edilmektedir [43]. Galaktoz,
ramnoz ve galakturonik asitten olusan rastgele sarmal polisakkaritlerden olan bamya
misilajt (Sekil 2.3), yiiksek ¢oziiniirliikk (suda), esneklik, plastiklik ve viskozite
ozellikleri sergileyen yenilenebilir bir malzeme kaynagidir [12, 38]. Biyobozunur,
biyouyumlu ve toksik olmayan bir malzeme oldugu i¢in sentetik malzemelere gore

daha avantajhidir [13].
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Sekil 2.3. Bamya miisilajinin polisakkaritinin kimyasal yapisi [44].

Bamya miisilaji, gida katki maddesi olarak [45], doku miihendisligi
uygulamalarinda hidrojel olarak [46], farmasotik uygulamalarda baglayici veya
graniillestirici ajan olarak [47], ve kiiglik partikiilleri pihtilastirabilen dogal
polisakkaritleri sebebiyle dogal pihtilastirict olarak [48] kullanilabilmektedir. Wistar
tipi siganlar {lizerinde yapilan bir ¢alismada, bamya miisilajinin dis sokiilmesi sonucu
olusan acik yaralara yiizeysel olarak uygulamasi ile fibroblast proliferasyonunun

hizlandig1 ve yaranin daha ¢abuk kapandig: belirtilmistir [39].

2.4. Metil Seliiloz

Dogal polimerler arasinda bir seliiloz tiirevi olan metil seliiloz, kolayca suda
¢oziinebilen bir polisakkarittir. Metil seliiloz, diisiik maliyeti, seffafligi, kolay
islenebilme ve genis kullanim alanina sahip olma gibi o6zellikleriyle 6n plana
cikmaktadir. Gidalar, farmasoétik iiriinler, seramikler, boyalar, insaat malzemeleri ve
kozmetik {irlinler gibi ¢esitli uygulamalarda kivam artirici, baglayici, stabilizor,
emiilgatér ve kaplama olarak kullanilmaktadir. Birgok sentetik veya dogal
polimerlerle birlestirilerek elde edilen kompozitler ile metil seliilozun kullanim alanm

genigletilmeye calisilmaktadir [14-16].

Ayrica yiiksek mekanik mukavemete ve kimyasal stabiliteye sahip olan metil

seliiloz, seffaflig1 sayesinde esnek katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Igerdigi



hidroksil gruplar1 sayesinde yenilenebilen, biyolojik olarak parcalanabilen, ¢evre
dostu bir polimer olarak secilmistir [17]. Metil selilozdan elde edilen filmler,
hidrojen baglar1 sayesinde yiiksek gerilme mukavemetine sahiptir. Bu hidrojen

baglari filmin sertligini ve kirtllganligini da etkilemektedir [49].

2.5. Sar1 Kantaron (Hypericum perforatum)

Son zamanlarda, aktif dogal bilesenlerin biyomalzemelere eklenmesi ile elde
edilen fonksiyonel yara Ortii malzemelerinin (yara bolgesinde kontrollii ilag salimi
yapan, enfeksiyon riskinin azaltan, inflamasyonun kontrol eden, proliferatif etki
sergileyen vb. Ozellikleri ile) yara iyilesme siirecini hizlandirdig1 goriilmistiir [18].
Tibbi bitkilerin yara 1iyilesmesi TUzerindeki antibakteriyel, antioksidan ve
antiinflamatuar etkileri lizerine yapilan arastirmalarda, bitkilerin igerdigi ugucu

yaglarin, flavonoidlerin ve fenolik bilesiklerin bu siirece katki sagladigi gosterilmistir
[50].

Yara iyilesmesi tizerinde terapotik bir etkiye sahip olan H. perforatum bitkisi,
diinya capinda en ¢ok bilinen, en ¢ok ¢alisilan ve en ¢ok tiiketilen tibbi bitkilerden
biridir. Ulkemizde “sar1 kantaron” olarak amilan H. perforatum (Sekil 2.4), cok
yillikli, sar1 gigekli bir bitki olup literatiirde St. John otu olarak anilmaktadir [20].
Yapisinda karoten, tanen, ugucu yaglar, flavonoidler, ksantonlar, amino asitler,
biflavonlar, fenilpropanlar gibi bilesenleri barindirir [19, 51]. Bunlarin yani sira,
icerdigi hiperforin, hiperisin, kuersetin, kaempferol, klorojenik asit ve karotenoid

gibi biyoaktif bilegiklerin miktar1 oldukga yiiksektir [52].

Sekil 2.4. H. perforatum (sar1 kantaron) bitkisi [53].



H. perforatum, antik ¢aglardan beri depresyon, yanik, yara, viral enfeksiyon,
i¢ ve dis hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir [54]. Yapilan ¢alismalarda, H.
perforatum bitkisinin antimikrobiyal [55], antiinflamatuar [56], antioksidan [57],
antikanser [58, 59] antidiyabetik [60] ve antidepresan [61] aktivite sergiledigi ortaya

koyulmustur.

Ayrica, H. perforatum zeytinyagi maseratindan elde edilen merhemlerin
kolajen sentezini uyararak yara iyilesme siirecine olumlu katki sagladigi
belirtilmektedir [62, 63]. Diyabetik siganlar ile yapilan bir ¢alismada ise H.
perforatum zeytinyagi maseratinin (Sekil 2.5) uygulanmasi ile epitelizasyonun artigi,
antiinflamatuar etkinin gozlendigi ve nekrozun azaldigi bildirilmistir [64]. H.
perforatum yagi, yara ilizerine dogrudan uygulandiginda iltihaplanmay1 azalttig1 ve
yara iyilesme siirecini hizlandirdigi ancak yaranin iizerinde olusan yag tabakasinin
gaz degisimini engelleyerek biyouyumlulugu olumsuz etkiledigi ifade edilmistir [21].
Bu sebeple, H. perforatum ve benzeri yagli ajanlarin yaraya direkt uygulanmasi
yerine biyouyumlu bir yara ortli malzemesine eklenmesiyle fonksiyonellestirilmis

biyomalzemelerin tiretimi daha fazla 6nem kazanmustir.

Sekil 2.5. H. perforatum bitkisinden elde edilen zeytinyagi maserati [65].

Kitosan temelli bir yara Ortii malzemesine H. perforatum ilavesinin
biyomalzemenin antimikrobiyal aktivitesini ve antioksidan kapasitesini artirdigi
gosterilmistir [3]. Diger yandan antibiyotiklerin de yara ortii malzemelerine eklendigi
calismalar dikkat ¢ekmektedir [66]. Ornegin, gentamisin genis spektrumlu (gram

pozitif ve gram negatif bakterilere karsi etkili), suda ¢dziinebilen ve muadillerine
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gore daha ucuz bir antibiyotik olup yara ortii malzemelerinde kullanima olduk¢a

elverigli dogal bir ajandir [67].

2.6. Literatiir Ozeti

Yapilan ¢aligmalarda, ¢esitli dogal kaynakli biyomalzemelere aktif ajanlarin
eklenmesiyle iiretilen fonksiyonel gida ambalajlart ve yara Ortli malzemeleri
mevcuttur. Literatiirde, bamya miisilajinin ya da bamya miisilaji ve diger
dogal/sentetik malzemelerin karigimindan iiretilen kompozitlerin gida ambalaji
olarak {iiretilmesi/karakterize edilmesi ile ilgili ¢aligmalara rastlanirken yara ortii
malzemesi olarak tasarlanmis (bamya miisilajindan) bir biyomalzemenin olmamasi

dikkat ¢cekmektedir.

Yara Ortii malzemesi olarak tasarlanan kitosan, sodyum aljinat, karboksi metil
seliiloz, PEG, PCL gibi biyomalzemeler veya antibiyotik katkili dogal kompozitler
kaliteli uluslararas1 dergilerde kabul gérmektedir (Tablo 2.2). Yaptigimiz bu calisma
bamya miisilaji filmlerine hem sar1 kantaron yagi hem de gentamisin katkisi ile fark
yaratmakla birlikte gerek enstriimantal gerek antimikrobiyal ve in vitro hiicre kiiltiirii

testleri gibi kapsamli analizlerle literatiire yenilik getirmistir.
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Tablo 2.2. Baz1 dogal/sentetik/kompozit kaynakli biyomalzemeler, igerdikleri aktif

ajanlar,

calismamizin literatiirdeki yeri.

gerceklestirilen karakterizasyon c¢alismalari,

kullanim amaglari

Ve

Biyomalzeme

Tiiri

Aktif Ajan

Antimikrobiyal
Ajan

Analizler

Kullanim
Amaci

Referans

Bamya
miisilaj1 filmi

Dogal

Kantaron/zeytin
yag1 maserati

Gentamisin

- Kalinlik 6l¢iimii
-FTIR

- SEM

- Yiizey temas
agis1 Olglimii

- Mekanik testler
- Su buhan gecis
testi

- Sisme testi

- Hidrolitik
bozunma testi

- Toplam
antioksidan
kapasite tayini

- Toplam fenolik
madde analizi

- Antibakteriyel
test

- Bakteri gecis
testi

- MTT canlilik
testi

- Cizik testi

- in vitro hiicre
tutunma testi

Yara
iyilestirme

Bizim Calismamiz

Bamya
miisilaji filmi

Dogal

YOK

YOK

- Yiizey temas
agis1 Olglimii

- Suda ¢oziiniirlitk
testi

- Nem miktarinin
Olctimii

- Mekanik testler
- Renk analizi

Gida
ambalaji

[12]

PVA-Bamya
miisilaji filmi

Yari sentetik

Gil
antosiyanini

YOK

- Kalinlik 6l¢iimii
- SEM

-FTIR

-DSC

- Kolorimetrik
analiz

- Su buhan gecis
testi

- Mekanik testler
- Reolojik 6zellik
testleri

Gida
ambalaj1

[68]
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Bamya
miisilaji-
misir
nisastasi
filmi

Dogal

YOK

YOK

- Kalinlik 6l¢timii
-FTIR

- SEM

- SEM /EDS

- Termal analiz
(DSC)

- Suda ¢oziiniirlitk
testi

- Mekanik testler
- Su buhar gegis
testi

- Sisme testi

- Akut toksisite
testi

Gida
ambalaji

[13]

CMC-Bamya
miisilaji filmi

Dogal

YOK

ZnO
nanopartikiilleri

- SEM

- Kalinlik 6l¢iimii
- Mekanik testler
- Suda ¢Oziiniirliik
testi

- Su buhan gecis
testi
-Antibakteriyel
test

Gida
ambalaji

(38]

Bamya
polisakkariti
-PVA-boraks

hidrojeli

Yari sentetik

YOK

YOK

-FTIR

- XRD

- XPS

-SEM

- Mekanik testler
- Kendi kendine
iyilesme testi

- Elektriksel test
- Insan hareketini
algilama testi

Sensor

[69]

Metil seliiloz
filmi

Dogal

Sili guavasi
ekstrakti

YOK

-FTIR

- SEM

- Kolorimetrik
analiz
Termogravimetrik
analiz

- Sisme testi

- Mekanik testler
- Antioksidan
aktivite testi
(ABTS)

- Antibakteriyel
test

Gida
ambalaji

[14]

Zein-metil
seliiloz
kompozit
filmi

Dogal

YOK

Timol

- Kalinlik 6l¢timii
- Mekanik testler
- Su buhar gegis
testi

- Suda ¢oziiniirlitk
testi

-FTIR

- Antibakteriyel
test

Gida
ambalaji

[49]
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Bugday
gluteni-metil
seliiloz filmi

Dogal

Biberiye
ekstrakti

Natamisin

-FTIR

- SEM

- Kalinlik 6l¢iimii
- Mekanik testler

- Su buhan gecis

testi

Gida
ambalaj1

[70]

PCL-jelatin
nanofiber
malzeme

Yari sentetik

Kantaron/zeytin

yag1 maserati

ve aloe vera jeli

YOK

-FTIR

- SEM

- invivo yara
tyilesme testi

- Biyokimyasal
analizler

- Kemometrik
analizler

Yara
iyilestirme

[71]

Kitosan
kriyojel

Dogal

Kantaron/zeytin

yag1 maserati

YOK

- SEM

- Mekanik testler
- Su buhan gecis
testi

- Sisme testi

- Hidrolitik
bozunma testi

- Antioksidan
aktivite testi
(DPPH)

- DNA boéliinme
aktivitesi
-Antibakteriyel
test

Yara
tyilestirme

(3]

Polimerik

membran

(PEG ve
PCL)

Sentetik

Soguk sikim
kantaron yagi

YOK

-FTIR

- SEM

- Mekanik testler
- Yiizey temas
agis1 6lglimii

- Sisme testi

- Gaz gegisi testi
- invitro ilag
salim testi

- MTT canlilik
testi

- Apoptotik ve
nektotik etki
-Antibakteriyel
test

Yara
iyilestirme

[21]

Kitosan film

Dogal

Kantaron/zeytin

yag1 maseratl

YOK

- SEM

- Kalinlik 6l¢iimii
- Mekanik testler
- Yiizey temas
agis1 Ol¢limii

- Su buhar gegis
testi

- Sisme testi

- MTT canlilik
testi
-Antibakteriyel
test

Yara
iyilestirme

[4]
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Hidroksiapat
it/ aljinat/
jelatin film

Dogal

YOK

Tetrasiklin
(antibiyotik)

- Kalinlik 6l¢timii
- SEM

- Mekanik testler
- Su buhar gegis
testi

- Sisme testi

- Hidrolitik
bozunma testi

- invitro ilag
salim testi

- Antibakteriyel
test

- XRD

-TGA

Yara
iyilestirme

[66]

NaAlg bazh
membran

Dogal

Kantaron yagi

Gilimiis
Siilfadiazin

- SEM

- invitro ilag
salim testi
-Antibakteriyel
test

Yara
iyilestirme

[72]

Bu calismada, bamya miisilaji (BM) ve metil seliillozdan (MS) kantaron yagi

(Hp) ve gentamisin (G) katkili fonksiyonel bir yara ortlii malzemesi (BM:MS/HpG)

iretilmis olup, liretilen biyomalzeme enstriimantal ve biyolojik analizlerle kapsamli

sekilde karakterize edilerek yara iyilestirme siirecine olan etkisi in vitro hiicre kiiltiirii

ortaminda arastiritlmistir. Tamamen dogal ajanlar kullanarak gelistirdigimiz yara ortii

malzemesinin igerigindeki BM, MS, Hp ve G arasindaki sinerjistik etkilerin

(antimikrobiyal ve proliferatif etkiler) ilk defa ¢alisilmasi ve yukarida maddeler

halinde ayrintili olarak aciklanan farkli fonksiyonel ozellikleri ile calismamiz

literatiire yenilik getirmistir (Tablo 2.2).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER
3.1. Materyal

Yara ortii malzemesinin {iretiminde kullanilan bamya meyveleri, Balikesir
ilinde bulunan bir halk pazarindan satin alinmistir. Yara orti malzemelerinin
tiretiminde katki malzemesi olarak kullanilan H. perforatum yagi (Arifoglu, Tiirkiye)
ise yerel bir aktardan temin edilmistir. Metil seliiloz (400 cP), gentamisin,
Dulbecco’s Modified Eagle’s besiyeri (DMEM), fetal sigir serumu (FBS), MTT
boyasi (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromiir), tripan mavi boyasi,
amonyum asetat, bakir (II) kloriir, neokuprin (2,9-dimetil-1,10- fenantrolin), Troloks
(6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik  asit), diiyodometan, gliserol,
etanol ve metanol Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, ABD) firmasindan temin
edilmistir. Dimetil siilfoksit (DMSO), sodyum karbonat ve Folin-Ciocalteu ajani
Merck (Darmstadt, Almanya) firmasindan satin alinmistir. Antibiyotik/antimikotik
soliisyon, esansiyel olmayan amino asit soliisyonu ve tripsin ise sirasiyla Biological
Industries (Cromwell, CT, ABD), Capricorn Scientific (Ebsdorfergrund, Almanya)
ve Biowest (MO, ABD) firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Hiicre Kiiltiirii

Insan dermal fibroblast hiicre hatt1 olan BJ (ATCC CRL-2522) hiicreleri,
%10 FBS, %] antibiyotik/antimikotik ¢ozeltisi ve %1 esansiyel olmayan amino asit
¢ozeltisi igceren besiyerinde (DMEM-10) cogaltilmig ve 37 °C’deki %5 CO2 iceren
bir inkiibatorde (Niive EC 160) inkiibe edilmistir. Tiim hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda,
tripsinize edilen hiicrelerin canlilii tripan mavi boyas: kullanilarak bir Neubaur
kabinda yapilan sayim ile belirlenmis ve hiicre canlilig1 %90 veya iizerinde kiiltiirler

kullanilmastir.

3.3. Bamya Miisilaji ve Metil Seliillozdan Sar1 Kantaron Yagi ve
Gentamisin Katkil Bir Biyomalzemenin Uretimi

3.3.1. Miisilaj Ekstraksiyonu

Bamya bitkisinin meyvelerinden miisilaj ekstraksiyonu i¢in Mohammadi vd.
(2018) oOnerdigi metot bazi degisikliklerle izlenmistir [38]. Buna gore, bamya
meyveleri laboratuvar ortaminda deiyonize su (d-su) ile yikandiktan sonra paslanmaz

celikten bir bigak ile dilimlenmistir. Miisilaj icermedigi i¢in tohumlar ayiklanarak
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ekstraksiyon iglemine dahil edilmemistir. Dilimlenen bamyalar 50 °C sicakliktaki
firinda kurutulmus, kurutulan bamya dilimleri elektrikli 6giitiicii (Lavion, HC 100)
yardimiyla oOgiitiilmiis ve elekten gecirilerek ogiitiilemeyen biiyiik parcaciklar
ayristirtldiktan sonra elde edilen kuru bamya tozu miisilaj ekstraksiyonu
gerceklestirilinceye kadar kuru bir ortamda oda sicakliginda kapakli bir kutu
icerisinde muhafaza edilmistir. Sekil 3.1°de ¢alismada kullanilan bamya meyveleri

ve elde edilen kuru bamya tozu gosterilmistir.

Sekil 3.1. Calismada kullanilan; A) bamya meyveleri ve B) o6giitiilmiis bamya
tozu.

Bamya tozu: d(su) oran1 1:30 (w/v) olacak sekilde hazirlanan karigim, 700
rpm doniis hizina ve 55 °C sicakliga sahip bir manyetik karistirict (Daihan, MSH-
20A) tlizerinde 1 saat kanigtirildiktan sonra %75 genlige sahip bir ultrasonik
homojenizator ile 5 dakika boyunca homojenize edilmistir. Ardindan 1 saat daha
karistirllan karigim tiiplere aktarildiktan sonra 4100 rpm doniis hizinda 10 dakika
santrifiij (Niive, NF 1200R) edilmistir. Elde edilen akiskan miisilaj, iki katli miislin
bezden gecirilerek siiziilmiis ve film iiretiminde kullanilmistir. Sekil 3.2, bamya

miisilajinin hazirlama asamalarini ve elde edilen bamya miisilajin1 gostermektedir.
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Bamya tozu ve su karisim Karisimdaki faz ayrim

Akiskan bamya miisilaji Miisilajin atik kismm Santrifiij sonrasi

Sekil 3.2. Bamya miisilaji hazirlama agamalari.
3.3.2. Metil Seliiloz Cozeltisinin Hazirlanmasi

Metil seliilloz ¢ozeltisinin hazirlanmast i¢in Tiire vd. (2009) tarafindan
Onerilen yontem uygulanmistir [70]. Buna goére, 3 g metil seliiloz ile 50 ml etanol
1siticilt bir manyetik karistirict tizerinde karigtirilmig ve tizerine 50 ml d-su eklenerek
metil seliiloz soliisyonu 80 °C’ye ulasincaya kadar karistirma islemine devam

edilmistir. Oda sicakligina getirilen karigim film olusumunda kullanilmstir.

3.3.3 Bamya Miisilaji ve Metil Selillozdan Kompozit Bir Yara Ortii

Malzemesinin Uretimi

Bamya miisilaji ve metil seliilozdan kompozit bir yara ortii malzemesi tiretimi
icin Mohammadi vd. (2018) tarafindan Onerilen yontem takip edilmistir [38]. Buna
gore, hazirlanan bamya miisilaji ve metil seliiloz ¢ozeltisi farkli oranlarda (60:40 ve
50:50) karistirildiktan sonra %50 genlige sahip bir ultrasonik homojenizator
(Bandelin, HD2070) ile 2 dakika boyunca homojenize edilmistir. Daha sonra
karisima plastiklestirici ajan gliserol (%1 w/w) eklenmis ve elde edilen karigim 1000

rpm doniis hizina ve 55 °C sicakliga sahip bir manyetik karistiricida (Weightlab
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Instruments, WN-10H-120) 30 dakika karigtirllmistir. Hazirlanan ¢6zelti hava
kabarcig1 kalmayacak sekilde 8,5 cm ¢apindaki dairesel polistiren petri kaplarina
dokiilerek bir gece oda sicakliginda bekletilmistir. Ardindan 50 °C sicakliga sahip
inkiibatorde kurutulmus ve bamya miisilaji-metil seliiloz filminin (BM:MS) olusumu
saglanmistir. Petri kaplarindan soyularak ¢ikarilan BM:MS filmleri oda sicakliginda

%350 nispi nem oranina sahip bir desikator igerisinde saklanmustir.

3.3.4. Hypericum perforatum (Hp) Yagi ve Gentamisin Katkih BM:MS

Yara Ortii Malzemesinin Uretimi

BM:MS filmlerine farkli konsantrasyonlarda Hp yagi (%0,25-%1.5 viv
araliginda;[4]) ve gentamisin (10 ug ml™;[67]) eklenerek fonksiyonel bir yara ortii
malzemesi  (BM:MS/HpG) iretilmistir. BM:MS/HpG  biyomalzemelerinin
hazirlanmasinda bir o6nceki boliimde aciklanan yontem benzer sekilde takip
edilmistir. Hazirlanan film soliisyonuna son asamada Hp ve gentamisin ilavesi
yapildiktan sonra karisim %50 genlige sahip bir ultrasonik homojenizator ile 2
dakika boyunca homojenize edilmistir. Gliserol eklemesi (%1 w/w) yapildiktan sonra
1000 rpm doniis hizinda ve 55 °C’de 30 dakika karistirilmis ve Onceki bolimde
anlatildigi  sekilde polistiren petri kabmna dokiilerek belirtilen kosullarda
BM:MS/HpG yara ortii malzemesi olusumu saglanmistir. Sekil 3.3’te BM:MS/HpG

yara Ortli malzemelerinin hazirlanma asamalar1 gosterilmistir.
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BM ve MS soliisyonuna
Hp ilave edilmesi

yonlariin Filmlerin kurumaya
karistirilmasi birakilmasi

Hp konsantrasyonuna bagh olarak film soliisyonlarindaki renk degisimi

Sekil 3.3. BM:MS/HpG yara ortli malzemelerinin hazirlanma asamalari.

3.4. Enstriimantal Karakterizasyonlar

3.4.1. Kalinlik Ol¢iimii

Elde edilen BM:MS ve BM:MS/HpG yara ortii malzemelerinin kalinlig: 15
farkli bolgeden elektronik bir kumpas yardimiyla 6l¢iilmiis ve 6l¢iimlerin aritmetik

ortalamasi alinarak yara ortlii malzemesi kalinligi belirlenmistir.

3.4.2. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Analizi

Yara ortli malzemelerinin (BM, BM:MS, BM:MS+0,25-1,5% HpG) Fourier
doniisimlit kizilotesi (FTIR) analizleri bir spektrofotometre ile (Perkin Elmer
Spectrum I1) elde edilmistir. Olgiimler ATR ile 400-4000 cm™ dalga boyu araliginda

ve 4 cm™? ¢oziiniirliikte tarama sayis1 4 olacak sekilde analiz edilmistir.

3.4.3. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile Morfoloji Analizi

BM:MS ve BM:MS/HpG yara oOrtii malzemelerinin yilizey morfolojileri

taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Numuneler, numune tutucuya
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monte edilmis ve her iki tarafi ayri ayr1 vakum altinda altin ile kaplanmistir. Altin ile
kaplanmis numuneler SEM (Carl Zeiss, Sigma 300VP) ile taranarak yilizeyden

morfolojik olarak incelenmistir.

3.4.4. Yiizey Temas Ac¢isina Dayal Analizler

Uretilen yara ortii malzemelerinin yiizey serbest enerjileri ve ¢oziiniirliik
parametreleri () Fernandez ve Khayet (2015) o6nerdigi iki farkli sivinin kati bir
ylzey lizerinde olusturdugu temas agisina dayanan geometrik ortalama metodu
kullanilarak hesaplanmistir [73]. Bu metoda gore, 2 upl d-su ve akabinde
diityodometan damlacik olusturacak sekilde film yiizeyine birakilmis ve bir
gonyometre cihazi (Kriiss Advance Drop Shape Analyzer, DSA-100S) ile bu
stvilarin yara Ortli malzemesi yiizeyinde olusturdugu temas acilar1 6l¢iilmiistiir (Sekil

3.4).

Sekil 3.4. Yiizey temas acis1 6l¢iimii.

Olgiilen temas agilarina bagl olarak asagidaki denklem (1) ile yara ortii

malzemelerinin yiizey serbest enerjileri hesaplanmistir [73].

2JY?Y? + ZJY?dY?" = y1(1+cosQ )
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Denklemde; ys katinin dagilim bilesenini; yi° stvinin dagilim bilesenini; ys"
katinin dagilim olmayan bilesenini; yi" stvinin dagilim olmayan bilesenini; yi stvinin
toplam yiizey serbest enerjisini; Q biyomalzeme ile sivi arasinda Olciilen temas

agisini belirtmektedir.

Yukarida agiklanan denklemdeki ylizey gerilimi ve yiizey gerilim bilesenleri
dikkate alinarak asagidaki denklemlere (2 ve 3) gore yara Ortii malzemelerinin

¢Oziinlirliik parametresi (6) hesaplanmustir.

€c = (o].,;s)g/2 (2)

8 = (er)'/? (3)

Denklemde; ec (mJ m™), ys (MJ m2)’ye bagh koheziv enerji yogunlugunu

belirtmektedir.

3.4.5. Mekanik Performans Testi

Hazirlanan yara ortli malzemelerinin mekanik performans testi Tiire vd.
(2009) yaptigi caligmaya benzer sekilde gergeklestirilmistir [70]. Yara Ortii
malzemeleri 25x50 mm boyutlarinda kesilmis ve testten 6nce en az 2 giin boyunca
%350 nispi nem iceren desikatdrde bekletilmigtir. Strese maruz kalacak yara ortii
malzemesi uzunlugu 50 mm olacak sekilde bir ¢ekme cihazina (Shimadzu,
Autograph) iki ucundan tutturulmus ve 50 mm dk?' ¢ekme hizinda, 1000 N yiik
altinda biyomalzeme deforme olana kadar ¢ekme testi uygulanmistir (Sekil 3.5). Test
sonucu elde edilen verilerden malzemenin kopma uzamasi (KU) ve ¢ekme

mukavemeti (CM) hesaplanmaistir.
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Sekil 3.5. Mekanik performans testi.

3.4.6. SuU Buhan Gegis Testi

BM:MS ve BM:MS/HpG yara Ortii malzemelerinden su buhar1 gegis testi
Tiire vd. (2009) yaptig1 ¢aligmaya benzer sekilde WVP diizeltme metoduna gore
gerceklestirilmistir [70]. Bir cam kavanozun igerisine 25 ml d-su doldurulmus ve
tiretilen BM:MS/HpG yara Ortli malzemesi kavanozun agzina yerlestirildikten sonra
ortasi kesilmis olan kavanoz kapagi kapatilarak biyomalzeme sabitlenmistir.
Kavanozun agiz alam 9,63 cm? kavanozdaki biyomalzeme ve d-su arasindaki
mesafe ise 1,4 cm olarak ayarlanmistir. Daha sonra BM:MS/HpG tutturulmus cam
kavanozlar %50 nispi nem igeren bir desikatoriin igine yerlestirilip 37°C’deki
inkiibatorde 4 giin boyunca bekletilmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. Su buhar1 gegis testi i¢in hazirlanan 6rnekler.

Farkli zaman araliklarinda (24, 48, 72 ve 96 saat) cam kavanozun agirlig
tartilarak BM:MS/HpG yara ortii malzemesinden su buhari gegisi (g/m?/saat)
asagidaki denkleme (4) gore hesaplanmustir.

Su buhar gecisi = (W, — W;) / (A*T) 4)

Denklemde; Wo: baslangi¢ agirhigi, Wy t anindaki agirhigi, A: kabin agiz

aciklig1 alanimi (m?) ve T: su buhar gegis zamanini gostermektedir.

3.4.7. Sisme Performans Testi

Bir par¢a kuru yara ortii malzemesinin baslangic agirligi (Wo) hassas bir
terazide tartilarak belirlenmis ve ardindan yara Ortli malzemesi d-su igerisine
aktarillarak oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Farkli inkiibasyon
zamanlarinda (t: 0, 1, 3, 5, 10, 15 ve 20°nci gilinlerde) yapilmasi planlanan testlerde
film 6rneklerinin hizli sekilde bozuldugu gozlendigi igin inkiibasyon siireleri t:1, 5,
15, 30 dakika olarak kisaltilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda sudan gikarilan
biyomalzemenin yiizeyindeki su damlaciklar1 filtre kagidi ile kurutulmus ve
biyomalzemenin yas agirligt (W) tartim islemi tekrar edilerek belirlenmistir.
Biyomalzemelerin sisme degerleri (S) asagidaki formiile gore % cinsinden

hesaplanmistir (5).
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S=[(W-Wo) / W] X 100 (5)

3.4.8. Hidrolitik Bozunma Testi

Hidrolitik bozunma testi i¢in bir par¢a biyomalzeme NaN3z (%0,02 w/v)
iceren PBS icerisinde 37 ©°C sicakliktaki inkiibatérde inkiibe edilmistir.
Biyomalzemeler farkli zaman araliklarinda (t:1, 5, 10, 20, 30 dakika) soliisyondan
cikarilarak d-su ile yikandiktan sonra yapisindaki fazla suyu ugurmak icin 37 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Biyomalzemelerin bozunma degeri (Di) hassas bir terazi
yardimiyla dlgiilen baslangi¢ (Wo) ve t-anindaki agirliklarina (Wt) gore % cinsinden

hesaplanmaistir (6).

Di = [(Wo-Wi) / Wo] x 100 (6)

3.5. Biyolojik Karakterizasyonlar
3.5.1. Biyomalzeme Ekstraktinin Eldesi

in vitro biyolojik analizlerde kullanilmak iizere biyomalzeme ekstrakti ISO
10993-5 standardina gore hazirlanmistir. Bazi modifikasyonlarla Fern’andez-Marin
vd. (2022) onerdigi metot uygulanmistir [74]. Buna gore, UV altinda 30 dk
bekletilerek sterilizasyon islemine tabi tutulan 25 mg biyomalzeme steril bir tiip
icerisine yerlestirilmis ve iizerine 3 ml metanol eklenen 6rnekler 37°C %5 CO:2
iceren inkiibatore yerlestirilmistir. Inkiibasyonun 1’inci, 2’nci ve 3’{incii giinlerinde
biyomalzeme ekstraktlar1 biyolojik analizlerde kullanilmak {izere steril tiiplere
aktarilmis ve analiz edilene kadar +4 °C’de saklanmistir. MTT ve ¢izik testlerinde
kullanilan Ornekler i¢in metanol yerine DMEM-10 besiyeri kullanilarak ayni
ekstraksiyon islemi tekrar edilmistir. Sekil 3.7, metanol ve DMEM-10 besiyeri

kullanilarak hazirlanan farkli biyomalzeme ekstraktlarini gdstermektedir.
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Sekil 3.7. Biyolojik karakterizasyonlarda kullanilmak iizere; A) metanol ile

ve B) DMEM-10 besiyeri ile hazirlanan biyomalzeme ekstraktlari.

3.5.2. Toplam Antioksidan Kapasite Tayini

BM:MS ve BM:MS/HpG biyomalzeme ekstraktlarinin toplam antioksidan
kapasitesi 450 nm dalga boyundaki absorbans degisimine dayanan CUPRAC
yontemine gore belirlenmistir [75]. Bu metoda gore, 1 ml bakir (II) kloriir (CuCly)
soliisyonu (1.0 x 102 M), 1 ml alkolik neokuprin soliisyonu (7.5 x 103 M) ve 1 ml
amonyum asetat (NHsAc) (IM) soliisyonu temiz bir tip igerisinde fazla
calkalamadan karistirilmigtir. Daha sonra karisim igerisine 100 pl analiz edilecek
biyomalzeme ekstrakti ve 1 ml d-su eklenerek son hacim 4,1 mlI’ye tamamlanmustir.
Ayni sekilde kor olarak hazirlanan tiipe ise 100 pl biyomalzeme ekstrakti yerine 100
ul d-su ilave edilmistir. Analiz i¢in hazirlanan 6rnekler ve 6rnekler arasindaki renk

fark: Sekil 3.8’de goriilmektedir.
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Sekil 3.8. Toplam antioksidan kapasite tayini deneyinde; A) hazirlanan

ornekler, B) farkli 6rnekler arasinda goriilen renk farki.

Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk bekletilen 6rnekler 450 nm dalga
boyunda bir UV goériiniir spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific Evolution 201)
yardimiyla analiz edilmistir. Orneklerin toplam antioksidan kapasitesi, kalibrasyon
egrisi kullanilarak Troloks esdegeri (TE) cinsinden hesap edilmistir. UV 6lgiim

degeri 0,9 lizerinde ¢ikan Ornekler su igerisinde seyreltilerek analiz tekrar edilmistir.

3.5.3. Toplam Fenolik Madde Tayini

BM:MS ve BM:MS/HpG biyomalzeme ekstraktlarinin toplam fenolik miktari
Folin-Ciocalteu metoduna gore belirlenmistir [76]. Buna gore, 20 ul ekstrakt 6rnegi
ve 100 pl Folin-Ciocalteu ajan1 mikroplakanin bir kuyusunda karistirilmis ve oda
sicakliginda 2,5 dk bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 80 pl sodyum karbonat
(Na2COs3) kuyulara eklenerek 1 saat daha karanlik ortamda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyonun ardindan Orneklerde olusan renk degisimleri Sekil 3.9°da

gosterilmistir.
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Sekil 3.9. Toplam fenolik madde tayini i¢in hazirlanan 6rneklerde goriilen

renk degisimi.

Daha sonra kuyucuklarin absorbansi 775 nm dalga boyunda bir mikroplaka
spektrofotometre cihazi (Thermo Scientific Multiskan GO) yardimiyla 6l¢iilmiis ve
standart egriye bagli olarak toplam fenolik madde miktar1 1 ml’deki gallik asit (ug
GAE/ml ekstrakt) esdegeri cinsinden hesaplanmistir.

3.5.4. Antibakteriyel Testler

BM:MS/HpG biyomalzeme ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi Gr (-)
Escherichia coli (E. coli) ve Gr (+) Staphylococcus aureus (S. aureus) bakterileri
tizerinde disk diflizyon yontemi kullanilarak test edilmistir. Deneyde kullanilan
bakteriler 2YT besiyerinde bir gece 37 °C’deki ¢alkalamali inkiibatérde 200 rpm
calkalama hizinda biiyiitiilmiis ve ertesi giin 100 pl bakteri kiiltiirii 5 ml taze
besiyerine aktarilarak 3 saat daha inkiibasyona devam edilmistir. Boylece deneyde
kullanilan bakteriler eksponansiyel biiyiime fazina getirilmistir. Inkiibasyon sonunda
kiiltiirlerin 650 nm dalga boyundaki optik yogunlugu 0,6 olarak ayarlanmis ve
Muller Hinton agar igeren petri plakalarina bir swap yardimiyla ekim yapilmstir.
Yiizeylerine bakteri yayilan agar plakalari oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra,
plakanin ortasina 1xl cm ebatinda UV-sterilizasyonu yapilmig biyomalzeme

ornekleri yerlestirilmistir (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. Disk difiizyon testi i¢in hazirlanan ve inkiibatore yerlestirilen

orneklerin gortinimdi.

37 °C’deki inkiibatérde 24 saat bekletilen plakalarda zon olusumu takip
edilmis ve zon olusumu goriilen 6rneklerde plakalarin fotografi cekilerek Imagel
programinda zon ¢api1 Ol¢limii yapilmistir. Her plaka icin 5 farkli noktadan zon ¢ap1
Olciilmiis ve sonuglar bu 5 farkli Sl¢iimiin ortalamasi seklinde + standart sapma ile

mm cinsinden verilmistir.

3.5.5. Bakteri Gegis Testi

Bu test ile Dbakterilerin hazirlanan  fonksiyonel =~ BM:MS/HpG
biyomalzemelerinden gecis yapip yapamadigi incelenmistir. Kisaca, petri kabinin
kenarlarinda bosluk kalacak sekilde kesilen BM:MS/HpG biyomalzemelerine UV-
sterilizasyonu uygulanmis ve yiizeyine Bolim 3.5.4’te anlatildigi gibi hazirlanan
bakteri kiiltiirlerinden 1x107 bakteri 0,1 ml* olacak sekilde yayilmistir. BM:MS/HpG
biyomalzemeleri agar yiizeyine yerlestirildikten sonra petri kaplar1 37 °C’de 24 saat
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda agar yiizeyinde ve film yiizeyinde bakteri
bliylimesi olup olmadigr kontrol edilmis ve plakalarin fotograflar1 cekilmistir.

Kontrol grubu olarak gentamisin igermeyen BM:MS biyomalzemesi kullanilmistir.
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3.5.6. MTT Canlilik Testi

BM:MS ve BM:MS/HpG biyomalzeme ekstraktlarinin hiicre canlilig1
tizerindeki aktivitesi insan dermal fibroblast hiicre hatt1 olan BJ hiicreleri iizerinde
MTT hiicre proliferasyon testi kullanilarak belirlenmistir [77]. DMEM-10 besiyeri
iceren flasklarda biiyiitiilen hiicreler tripSinizasyon islemi ile toplanmistir. Elde
edilen siispansiyondaki hiicre sayis1 tripan mavi boyasi ile Neubaur kabinda sayim
yapilarak belirlenmis ve mikroplakanin her bir kuyusuna 100 pl besiyeri igerisinde
1x10* hiicre eklenmistir. Mikroplaka 1 gece 37 °C sicaklikta %5 CO, ortaminda
inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda kuyulardaki besiyeri, DMEM-10 ile
hazirlanmis biyomalzeme ekstrakti ile yer degistirilmistir. Kontrol kuyularina
biyomalzeme ekstrakti yerine 100 pul taze besiyeri eklenmistir. Plaka inkiibatore geri
aliarak inkiibasyona devam edilmistir. Farkli zaman araliklarinda (24 ve 48 saat)

test edilmek lizere ayni sartlarda 2 farkli plaka hazirlanmistir.

Inkiibasyon sonunda kuyulara 10 pl MTT boyas1 (tiazolil mavi tetrazolyum
bromiir; 5mg/ml PBS) eklenerek plakalar 2 saat daha inkiibe edilmistir.
Kuyucuklarda olusan formazan kristallerine zarar vermeden besiyeri uzaklagtirilmig
ve 100 ul DMSO igerisinde ¢6ziilen kristallerin olusturdugu renk 570 nm ve 690 hm
(arka plan) dalga boylarinda bir mikroplaka spektrofotometre cihazi (Thermo
Scientific Multiskan GO) ile 6l¢iilmustiir (Sekil 3.11). Hiicre canliligi, denklem
(7)’ye gore hesaplanmustir.

% hﬁcre Canllllgl:((ODuygulama'ODkontrol) / ODkontroI) x 100 (7)
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Sekil 3.11. MTT canlilik testi i¢in hazirlanan 6rneklerin absorbansinin bir

mikroplaka spektrofotometre cihazinda 6l¢iilmesi.

3.5.7. Cizik Testi

BM:MS/HpG biyomalzeme ekstraktlarinin yara iyilestirme siirecine etkisi,
hiicre migrasyonunun oOl¢iilmesine dayanan ¢izik testi ile belirlenmistir [78].
Deneyde, insan kaynakli BJ dermal fibroblast hiicreleri kullanilmistir. Boliim
3.5.6’da anlatildig1 gibi biiyiitillen ve sayimi yapilan hiicreler besiyeri igerisinde
5x10* hiicre 0,5ml™Y/gdz olacak sekilde 24 gozlii plakanin her bir gdziine ekilmistir.
Plaka bir gece 37 °C sicaklikta %5 COz igeren ortamda inkiibe edilerek tek katmanli
hiicre tabakasinin olusumu saglanmis ve steril bir mikropipet ucu yardimiyla hiicre
tabakasinda diiz bir c¢izik olusturulmustur. Sekil 3.12°de hiicre tabakasinda

olusturulan ¢izigin 151k mikroskobu goriintiisii gésterilmistir.
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Sekil 3.12. Hiicre tabakasinda olusturulmus g¢izige ait 11k mikroskobu

goruntusu.

Kuyulardaki besiyeri DMEM-10 iginde hazirlanmis biyomalzeme ekstraktlari
ile degistirilmistir. Kontrol gruplarina biyomalzeme ekstrakti yerine 500 ul taze
besiyeri eklenmistir. Inkiibasyona devam edilerek farkli zaman araliklarinda (0, 12,
24’lincti saat) bir 151k mikroskobu (Olympus CKX53) altinda ¢izigin fotografi
cekilmistir. Cizik alana dogru hiicre migrasyonu sonucu gerceklesen yara kapanma
orani1 Image J programi kullanilarak 6l¢iilmiis ve yara kapanma ylizdesi asagidaki

denkleme (8)’e gore hesaplanmistir.

% Kapanma = ((Baslangi¢ c¢izik alan1 — t anindaki ¢izik alani) / Baslangi¢
cizik alan1) x 100 (8)

3.5.8 in vitro Hiicre Tutunma Testi

BJ hiicrelerinin hazirlanan biyomalzemelerin yiizeyine tutunup tutunmadigi
Gilines ve Tihmunlioglu (2017) oOnerdigi yonteme gore DAPI phalloidin boyasi
kullanilarak in vitro ortamda test edilmistir [4]. Onceki boliimde anlatildig1 gibi
biiyiitiilen ve sayrmi yapilan hiicreler 1x10° hiicre 0,1 ml™? olacak sekilde DMEM-10
icerisinde seyreltilip steril petri kabina yerlestirilen UV sterilizasyonu uygulanmis
biyomalzeme yiizeyine ekilmistir. Test i¢in hazirlanan orneklerin fotografi Sekil
3.13’te goriilmektedir. Plaka 3 giin inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonunda hiicreler
PBS ile yikandiktan sonra %3,7 formaldehid soliisyonunda 20 dk bekletilerek fikse
edilmistir. Daha sonra tekrar PBS ile yikanan hiicreler %0,1 triton X-100 (5 dk)
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uygulanmasi ile gegirgen hale getirilmistir. PBS ile yikama islemi tekrar edilmis ve
hiicreler Phalloidin (F aktin boyasi) ve DAPI (niikleus boyasi) boyalart ile
boyanmuistir. Son olarak, boyanan hiicreler bir floresan mikroskobu (Olympus, 1X53)

altinda incelenmistir.

Sekil 3.13. in vitro hiicre tutunma testi i¢in hazirlanan 6rnekler.
3.6. Istatiksel Analizler

Bu calismada yer alan tiim testler birbirinden bagimsiz iki veya ii¢ tekrar
halinde gergeklestirilmis ve bu deneylerden elde edilen verilerin ortalamasi,
hesaplanan + standart sapmalar ile verilmistir. Bu raporda kullanilan tiim grafikler
SigmaPlot 14 programi kullanilarak ¢izilmis ve elde edilen veriler Minitab istatistik
programi ile analiz edilmistir. Test gruplari arasindaki farklar tek yonli ANOVA
testi ve sonrasinda uygulanan Fisher LSD (least significant difference, en dnemsiz

fark) testi ile belirlenmistir (p<0,05).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Bamya Miisilaji ve Metil Seliilozdan Sar1 Kantaron Yagi ve
Gentamisin Katkih Bir Biyomalzemenin Uretimi

Bu calismada, ilk defa bamya miisilaji ve metil seliillozdan kompozit bir yara
ortii malzemesi (BM:MS) gelistirilip, iiretilen biyomalzemeye sar1 kantaron yagi
(Hp) ve gentamisin (G) ilave edilerek birgok fonksiyonel 6zellik kazandirilmigtir.
Yapilan 6n denemelerde, sadece bamya miisilaji (BM) kullanilarak hazirlanan BM
filmleri oldukc¢a yapiskan ve diisik mukavemete sahip olup kurutma islemi

sonrasinda petri kabindan soyularak ¢ikarilamamistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. Bamya miisilaj1 filmi.

Bunun iizerine dogal bir malzeme olarak secilen metil seliilloz (MS) ilavesiyle
kompozit bir biyomalzeme (BM:MS) fiiretilmistir Farkli oranlarda hazirlanan
BM:MS  karigimlarina  (BM:MS/50:50 ve BM:MS/60:40 w/w) farkhi
konsantrasyonlarda (%0,25-1,5 w/w araliginda) sar1 kantaron yagi (Hp) ve 10 pg ml
! gentamisin (G) eklenerek iiretilen BM:MS ve BM:MS/HpG biyomalzemeleri
yiiksek mukavemete sahip olup petri kaplarindan rahatga soyularak ¢ikarilabilmistir.
Kontrol olarak iiretilen biyomalzemeler parlak ve seffaf goriiniimlii bir yapiya sahip
iken, Hp igeren biyomalzemeler Hp konsantrasyonuna bagli olarak mat bir goriiniim

sergilemislerdir (Sekil 4.2).
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Kontrol %0,25 Hp %0,5 Hp %1 Hp

C
BM/MS 50:50
[

%1,5 Hp

BM/MS 60:40

s
Y

Sekil 4.2. Hp katkil1 (%0,25-1,5 araliginda) BM:MS biyomalzemeleri. A-E)
BM:MS/50:50, F-J) BM:MS/60:40 biyomalzemeleri. Not: Hp igeren gruplar 10 pg

ml™? gentamisin igermektedir.

Ayrica, Hp konsantrasyonuna bagli olarak diisiik konsantrasyondan yiiksek
konsantrasyona dogru biyomalzemelerin hafif pembe bir renk aldigi gozlenmistir
(Sekil 4.3).

Kontrol %1,5 Hp %1 Hp %0,5Hp  %0,25 Hp

Sekil 4.3. HpG i¢eren/icermeyen BM:MS/60:40 biyomalzemeleri.

Literatiirde bamya miisilajindan film tretimi ile ilgili bir caligma [12] bulunsa
da tretilen filmler yara ortii malzemesi niteligi tasimayip malzemelerin mekanik ve
biyolojik karakterizasyonlar1 ayrintili olarak calisilmamistir. Bamya miisilaji
filmlerine polivinil alkol [68], misir nisastas1 [13], karboksimetil seliiloz/ZnO
nanopargaciklar1 [38] gibi farkli malzemelerin eklenmesiyle ¢esitli kompozit filmler
uretilerek, biyomalzemenin mekanik ve fiziksel oOzellikleri gelistirilmeye
calisilmigtir. Ancak, lretilen bu filmler yetersiz mekanik ve fiziksel 6zelliklerinden
dolay1 genelde gida paket malzemesi olarak tasarlanmiglardir. Ayrica bu
caligmalarda ayrintili biyolojik analizlere (sitotoksisite, antibakteriyel, proliferatif

etki, antioksidan kapasite tayini, toplam fenol igerigi tayini vb.) yer verilmemistir.
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Yaptigimiz calismada, bamya miisilajina metil selilloz ilavesiyle
biyomalzemenin mekanik 6zelligi dikkate deger oranda iyilesme sergilerken, Hp
igerigi ile in vitro ortamda yara iyilesme siirecine olumlu katki saglamaktadir.
Ayrica, Hp igerigi ile biyomalzemenin yapisinda olusan porlar sayesinde in vivo
modelde yapilacak ¢alismalarda yaranin hava almasia olanak tanimasi

beklenmektedir.

4.2 BM:MS ve BM:MS/HpG Yara Ortii Malzemelerinin Enstriimantal
Yontemlerle Karakterizasyonu

4.2.1. Yara Ortii Malzemelerinin Kalinhiklar

BM-MS/HpG yara 6rtii malzemelerinin kalinliklart 0,06-0,1 mm araliginda
Olciilmiistiir. Bamya miisilaji oraninin yiiksek oldugu biyomalzemelerin nispeten
daha fazla kalinliga sahip oldugu ve Hp konsantrasyonundaki artisa bagli olarak
biyomalzemelerin kalinliklarinda da artis gdzlenmistir. HpG icermeyen kontrol
gruplarimin kalinliklar1 0,06 mm olarak oSlgiiliirken en yiliksek Hp konsantrasyonu
olan BM:MS/%1,5 HpG biyomalzemesinin kalinligi 0,1 mm olarak olgiilmistiir.
Uretilen yara ortii malzemelerinin literatiirde 0,05-0,1 mm olarak belirtilen araliga

uygun kalinliklara sahip oldugu goriilmustiir [4, 79-81].

4.2.2 FTIR Analizi

FTIR analizinde biyomalzeme iceriginde kullanilan ajanlar olan Hp, BM, MS
ve Hp iceren BM:MS biyomalzemelerin (BM:MS/%0,25 Hp ve BM:MS/%1,5 Hp)
spektrumlar1 karsilastirilmustir (Sekil 4.4). Yaklasik olarak 1700, 2100, 2300 cm™
gozlenen Hp’ye 6zgii pikler HpG katkili BM:MS biyomalzemelerde agik bir sekilde
gozlenmistir. Bu pikler en yiikksek konsantrasyon olan %1,5 Hp katkili
biyomalzemelerde en diisitk Hp konsantrasyonu olan %0,25 Hp biyomalzemelerine
oranla daha belirgindir. Bunun yami sira, 1100-1500 cm™ dalga boyunda gdzlenen
MS parmak izi bolgesindeki pikler de Hp katkili/katkisiz BM:MS biyomalzemelerde
belirgin sekilde gozlenmistir. 900 cm™ dalga boyunda MS’ye &zgii pik, Hp
katkili/katkisiz BM:MS biyomalzemelerde sonitimlenmistir. Hp igeren gruplar 10 pg
ml? gentamisin icermekte olup, gentamisin bu konsantrasyonda FTIR analizinde pik
sergilememistir. Bu yiizden, FTIR spektrumlarin1 gosteren sekilde gentamisin analiz

sonuglarina yer verilmemistir.
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Transmittance (%)
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—— MS —— BM:MS+% 1,5 Hp
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Sekil 4.4. Hp, BM, MS, BM:MS, BM:MS/%0,25 Hp ve BM:MS/%1,5 Hp
biyomalzemelerinin FTIR spektrumlari. Hp igeren tiim gruplar gentamisin (10 pg ml

1) igermektedir.

4.2.3 SEM Morfoloji Analizi

SEM analizlerine bakilarak biyomalzemelerin yiizey morfolojileri hakkinda
¢ikarimlarda bulunulmustur. Hp igermeyen BM:MS biyomalzemelerinin ylizeyi
1.000x biiyiitmede piiriizsiiz (porsuz) olarak gozlenirken, Hp ilavesi ile 1,4-2,2 um
aralifinda diizgiin yuvarlak sekilli belirgin porlarin olustugu belirlenmistir (Sekil
4.5). BM:MS biyomalzemelerine 20.000x biiylitmede bakildiginda ¢ap1 yaklasik 0,2-
0,4 pm aralifinda degisen diizensiz catlaklar/gukurlar goriilmistir. SEM
goriintiilerinde Image J programi kullanilarak 150 farkli porun capi Ol¢iilmiis ve
ortalama por caplar1 standart sapma degerleriyle birlikte sunulmustur. Ayrica por
caplarmin dagilimin1 gosteren histogramlar Gaussian dagilim egrileriyle birlikte
Sekil 4.5’teki SEM fotograflar1 icerisinde (inset olarak) verilmistir. Artan Hp
orantyla birlikte por c¢aplarinda da ufak bir artis dikkati ¢gekmektedir. Ayrica, tim
gruplarda BM:MS 60:40 biyomalzemelerindeki por c¢aplarinin BM:MS 50:50

biyomalzemelerine oranla daha biiylik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.5. BM:MS HpG

fotograflari. A-E) BM:MS/50:50, F-J) BM:MS/60:40 biyomalzemeleri.

iceren/igermeyen  biyomalzemelerin

SEM
A-F)

BM:MS Kontrol, BG) %0,25 Hp, CH) %0,5 Hp, DI) %1 Hp, EJ) %1,5 Hp iceren
biyomalzemeler (n=boyutu 6l¢iilen 6rnek sayisi, b= boyut).
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4.2.4 Yiizey Temas Acisi Olciimleri

HpG igeren/icermeyen BM:MS biyomalzemelerinin yiizeylerine damlatilan
su ve diilyodometan damlaciklarinin yiizeyde olusturduklari temas agilart Tablo
4.1°de, su damlaciklarinin biyomalzemelerin yiizeylerinde olusturdugu yiizey temas
acilart ise Sekil 4.6’da gosterilmistir. Tablo 4.1’de verilen degerler 3 farkh
damlacigin yiizeyde olusturdugu acilarin ortalamasi olarak ifade edilirken, Sekil
4.6’da o 6l¢iimii temsil eden ortalama agiya en yakin goriintiiye yer verilmistir. HpG
iceren/icermeyen BM:MS filmlerinin ylizey temas agilar1 70-110° araliginda
bulunmustur. Literatiirde ideal bir yara ortii malzemesinin ylizey temas agist 50-90°
araliginda belirtilmistir [79]. Bu durumda, Hp igeren filmlerin sahip oldugu 70-90°

araligindaki ylizey temas agilari literatiire uymaktadir.

Tablo 4.1. HpG igeren/igermeyen BM:MS biyomalzemelerinin yiizey temas
agis1 Olgtimleri.

Yiizey P,

* su diiyodometan | Serbest gozun“rluk.

Enerjisi arametresi
Kontrol | 97,30+7,98% | 56,57+1,25% | 30,57 16,13
% 0,25 Hp | 94,70+7,40®° | 49,70+1,18"° | 34,49 17,66
BM:MS/50:50 | % 0,5 Hp | 84,80+6,61% | 37,07+3,39° | 41,13 20,15
% 1Hp | 80,87+2,52% | 21,83+2,18Y | 47,28 22,37
% 1,5Hp | 72,30+5,419 | 20,27+1,47¢ | 48,83 22,92
Kontrol | 111,70+1,84% | 54,20+1,28% | 34,86 17,80
% 0,25 Hp | 119,30+0,71° | 43,97+1,64% | 4593 21,89
BM:MS/60:40 | % 0,5 Hp | 92,50+1,68° | 47.47+0,59° | 35,68 18,12
% 1Hp | 89,77+£8,24° | 50,00+3,31° | 34,36 17,61
% 15 Hp | 83,77+2,36° | 44,90+2,69¢ | 37,54 18,82

“Kontrol gruplart harig, diger tiim gruplar gentamisin (10 ug ml™?) igermektedir. Tiim
degerler {i¢ farkli 6l¢limiin aritmetik ortalamasi olarak, + standart sapma degerleriyle
birlikte ifade edilmistir. Harfler grup igerisinde farklar1 ifade etmektedir (p<0,05).

Genel olarak, BM:MS 60:40 biyomalzemelerinin yiizeyinde olusan su
damlaciklarinin temas agilart BM:MS 50:50 biyomalzemelerine oranla daha yiiksek
Olctiliirken, her iki grupta da Hp oranindaki artisa dogru orantili olarak yiizey temas

acilarinda diislis gézlenmistir.
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Sekil 4.6. Yiizey temas ag1 6lgiileri. A-E) BM:MS/50:50, F-J) BM:MS/60:40
biyomalzemeleri. AF) BM:MS Kontrol, BG) %0,25 Hp, CH) %0,5 Hp, DI) %1 Hp,
EJ) %]1,5 Hp igeren biyomalzemeler.

Hp icermeyen kontrol gruplar1 olduk¢a hidrofobik ozellik sergilerken, yag
eklenmesiyle birlikte yiizey hidrofobisitesinde diisiis gozlenmistir. Hp ilavesi ile
ylizey hidrofobisitesinin azalmasi biyomalzeme yiizeylerinde olusan por ¢aplarindaki
artis ile 1liskilendirilmektedir. Literatirde de por ¢apindaki azalma ile
hidrofobisitenin artig1 sdylenmektedir [82]. SEM analizlerinde Hp ilavesi ile BM:MS
biyomalzeme yiizeylerinde porlarin olustugu ve Hp konsantrasyonundaki artisa bagli

olarak por ¢aplarinda da artis gozlendigi daha dnceki boliimde ifade edilmistir.

4.2.5 Mekanik Performans Testi

Calisma kapsaminda gergeklestirdigimiz 6n denemelerde bamya miisilajindan
iretilen biyomalzemeler petri kabindan tam olarak ¢ikarilamamis ve
biyomalzemelerin mekanik mukavemetinin olduk¢a zayif oldugu goriilmiistiir. Petri
kabinin ylizeyinden parga par¢a sokiilen biyomalzemenin yapiskan ve oldukca
dayaniksiz oldugu gozlenmistir. Literatiirde bulunan bir ¢aligmada c¢ekme
mukavemetinin olduk¢a iy1 oldugu bilinen ve dogal bir malzeme olan metil seliiloz
[70] ilavesi ile bamya miisilaji biyomalzemelerinin dayaniklilig1 kayda deger oranda

artirilmastir.

Cekme testi sonuglarina gére, MS biyomalzemelerinin  beklentiyi
karsilayacak incelikte (0,06 mm) ve oldukg¢a yiiksek ¢ekme mukavemetine (54,6
MPa) sahip oldugu belirlenmistir. Uretilen farkli konsantrasyonlarda HpG igeren
BM:MS kompozit biyomalzemelerinin ¢ekme mukavemeti 9,1-27,4 MPa araliginda

oldugu g6z Oniinde bulunduruldugunda, MS ilavesinin bamya miisilaji

40



biyomalzemelerinin mukavemetine ciddi oranda katki sagladig1 gortilmistiir (Tablo

4.2).

Tablo 4.2. HpG igeren/icermeyen BM:MS biyomalzemelerinin kalinliklari,

cekme mukavemetleri ve % kopma uzamalari.

- Kalinhk muizlf/gln:e ti % Kopma
(mm) (MPa) uzamasi

% 0,25 Hp 0,07+ 0,00° 27,39 + 0,40° 93,06 + 6,192

% 0,5 Hp 0,08 £0,004° | 21,87+127° | 93,60+ 14,19

BM:MS/50:50 5 1p 0.09= 0,004 | 1991129 | 87.93 = 10,71°
% 1,5 Hp 0,09+ 0,00° 16,87 £0,85° | 8525+ 11,932

%0,25Hp | 0,07+0,004° | 17,02+0,27 89,53 + 5,972

_ _ % 0,5 Hp 0,07+ 0,00P 13,72+ 0,84 | 70,65+ 15,672
BRELS/60] % 1 Hp 0,09 + 0,008% | 11,47 +0,73° 90,55 + 4,922
% 1,5 Hp 0,10+ 0,008* | 9,13+ 0,46° 66,67 + 8,962

" Tablodaki tiim gruplar gentamisin (10 pg ml™?) igermektedir. Tiim degerler ii¢ bagimsiz
deney sonuglarinin aritmetik ortalamasi olarak, + standart sapma degerleriyle birlikte
ifade edilmistir. Harfler grup icerisindeki farklar1 gostermektedir (p<0,05).

MS igerik orani daha yiiksek olan BM:MS 50:50 biyomalzeme gruplarinin
¢ekme mukavemetleri BM:MS 60:40 biyomalzeme gruplarina oranla daha yiiksek
oldugu acik¢a anlagilmaktadir. Cekme mukavemetleri Hp ilavesine orantili bir
sekilde diisiis sergilemektedir. En yiiksek ¢cekme mukavemeti BM:MS 50:50 %0,25
Hp katkili biyomalzemesinde 27,4 MPa olarak Olgiiliirken, en diisiik ¢ekme
mukavemeti BM:MS 60:40 %1,5 Hp biyomalzemesinde 9,1 MPa olarak 6l¢iilmiistiir.

Insan derisinin kopma mukavemetinin bulundugu bélgeye gore 5-50 MPa
arasinda degistigi [79, 83] ifadesinden yola ¢iktigimizda HpG igeren/igermeyen tiim

biyomalzemelerin istenilen seviyede dayanikli oldugu sonucuna varilmistir.

4.2.6 Su Buhan Gegisi

Su buhar gecis analizleri SEM bulgularini destekler nitelikte olup, Hp igeren
orneklerde su buhar1 geg¢is hizinin Hp igcermeyen BM:MS kontrol gruplarma gore
daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 4.7). Yine benzer sekilde, por ¢aplarinin
daha biiyiik oldugu gézlenen BM:MS 60:40 biyomalzemelerindeki su buhar1 gegis
hizi BM:MS 50:50 biyomalzemelerine oranla daha yiiksek bulunmustur. Calismanin
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baslangicinda ongordiigiimiiz sekilde Hp ilavesiyle su buhari gecisine izin veren

dolayistyla hava alabilen ideal bir yara ortli malzemesi iiretilmistir.

BM:MS/50:50 B BM:MS/60:40

24

24 T = T.
19 ;‘9 1] T
1 B 14
-1
‘,_E, 9
A 4

24 48 72 96

=

Su buhan gegirgenligi (g/m2/h)
©

Su bu gegirgenligi (g/m2/h)

N

Zaman (saat) Zaman (saat)
xxxxx N % 0,25 HpO BN % 0.5 HpO W % 1 HpO NI % 1.5 HpO S Kontrol EEEE % 0.25 HpO BN % 0,5 HpO MEEE % 1 HpO NN % 1.5 HpO

Sekil 4.7. Su buhart gecis hizi. A) BM:MS/50:50, B) BM:MS/60:40 Hp
iceren/igermeyen biyomalzemeler. * isareti grup igerisindeki farklari ifade etmek igin
kullanilmistir (p<0,05).

Iyi bir yara 6rtii malzemesinin sahip oldugu su buhari1 gegirgenligi yaranin
hava aldigina isaret etmesi bakimindan énem arz etmektedir. Yaptigimiz ¢alismada,
Hp konsantrasyonu artisina -dolayisiyla por olusumuna- bagli olarak su buhari
gecirgenligi de artig gostermistir. Gilines ve Tihminlioglu (2017)’nun Hp katkili
kitosan filmler iizerine yaptig1 calismalar por capt ve su gecirgenligi ile ilgili

bulgularimizi desteklemektedir [4].

4.2.7 Sisme Performansi

Biyomalzeme gruplarindaki fazlalik sebebiyle, Hp icermeyen (kontrol) ve en
yuksek Hp konsantrasyonunu (%1,5 Hp) iceren BM:MS o6rnekleri iizerinde sisme
testleri gerceklestirilmistir. Buna gore, test edilen Hp igeren/icermeyen tiim
biyomalzeme &rneklerinin suya daldirildiktan sonra 1 dakika igerisinde %300-500
kat arasinda sisme gosterdigi, bu oranin 20°nci dakikada %800-1100 oranina ¢iktigi
goriilmistiir.  Genel olarak, BM:MS/50:50 biyomalzemelerinin BM:MS/60:40
biyomalzemelerine oranla daha fazla sistigi ve her iki biyomalzeme 6rnegi
gruplarinda da yag iceren oOrneklerin kontrol gruplarina goére daha az sisme
sergiledigi anlasilmaktadir (Sekil 4.8). Hp iceren gruplar Fisher LSD testine (p<0,05)
gore analiz edildiginde, farkli zaman araliklarindaki sisme degerleri arasinda
(6zellikle kisa ve uzun inkiibasyon siireleri arasinda) dikkate deger farklar oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4.8. BM:MS Hp igeren/icermeyen biyomalzemelerin % sisme

performanslari.

Yara yiizeyinde olusan toksik bilesenleri ve eksiiday1 tutmasi iyi bir yara ortii
malzemesinde aranan 6zelliklerden biridir. Hp ilavesi ile biyomalzemelerin su tutma
kapasitesinde azalma go6zlense de {irettigimiz biyomalzemelerin yiiksek su tutma
kapasitesi (1 dakika igerisinde %300-500 kat arasinda) sergilemesi olumlu bir 6zellik

olarak degerlendirilmektedir.

4.2.8 Hidrolitik Bozunma

Biyomalzeme gruplarindaki fazlalik sebebiyle, Hp icermeyen (kontrol) ve en
yuksek Hp konsantrasyonunu (%1,5 Hp) iceren BM:MS o6rnekleri iizerinde hidrolitik
bozunma testleri gerceklestirilmistir. Hidrolitik bozunma testinde {irettigimiz
malzemelerin su ortaminda hizli bir sekilde sistigi ve zamana bagli olarak hizli
sekilde bozunmaya ugradigi gézlenmistir. Bu yilizden hidrolitik bozunma testinde
inkiibasyon zamani diisiiriilerek 1’inci, 5’inci, 15’inci ve 30’uncu dakikalarda 6l¢tim
yapilmigtir. Sonug¢ olarak, tiim biyomalzeme gruplarinin 1 dakikalik inkiibasyon
sonrasinda %22-30 aralifinda hidrolitik olarak bozundugu goézlenirken, en uzun
inkiibasyon siiresi olan 30’uncu dakika sonunda bozunma degerinin %27-39 oranina

ulastig1 belirlenmistir (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. %1,5 Hp igeren/icermeyen BM:MS biyomalzemelerinin %

hidrolitik bozunma degerleri.

BM:MS/50: 50 BM:MS/60:40

é:lr(r;ﬁg) Kontrol* %1,5 Hp Kontrol* %1,5 Hp

1 31,24+1,45%° | 22,80+0,67° | 25,25+3,03° | 28,65+2,65

5 36,32+1,98* | 21,51+0,89% | 39,90+1,19° | 29,33x1,00°

15 36,70+2,01* | 25,5843,10° | 39,25+5,82% | 26,93+0,74°

30 34,85+6,15% | 31,74+0,85%® | 39,17+3,32% | 27,64+3,40°
“Kontrol gruplar1 hari¢, diger tim gruplar gentamisin (10 pg ml?)
icermektedir. Deney sonucglarinin ortalamasi + standart sapma degerleriyle
birlikte ifade edilmistir. Harfler grup icerisindeki farklar1 gostermektedir
(p<0,05).

Hp iceren ve igermeyen gruplar arasindaki hidrolitik bozunma degerleri
karsilastirildiginda, Hp igeren gruplarin kontrol gruplarina oranla daha az bozundugu
goriilmektedir. Fisher LSD testine (p<0,05) gore, kontrol grubu ve Hp igeren

orneklerin bozunma hizlar1 arasinda anlamli farklarin oldugu belirlenmistir.

43 BM:MS ve BM:MS/HpG Yara Ortii Malzemelerinin in vitro
Ortamda Biyolojik Karakterizasyonu

4.3.1. Toplam Antioksidan Kapasite Tayini

HpG tim BM:MS biyomalzemelerinin antioksidan

kapasitesine sahip oldugu goriilmiistiir (Tablo 4.4). En diisiik antioksidan kapasite

iceren/igermeyen

degeri 0,12-0,19 mM Troloks esdegeri ile BM:MS kontrol gruplarinda tayin
edilirken en yiiksek degerler 0,93-1,16 ile %1,5 Hp ilave edilen gruplarda tespit

edilmistir.

Tablo 4.4. HpG igeren/icermeyen BM:MS biyomalzemelerinin antioksidan

kapasite degerleri.

* 24h 48h 72h
Kontrol 0,19+0,07° | 0,1840,09° | 0,15+0,03°
% 0,25Hp | 0,38+£0,05° | 0,53+0,06° | 0,45+0,10%
BM:MS/50:50 | % 0,5 Hp 0,84+0,26* | 0,76+0,32%° | 0,71+0,39%
% 1 Hp 0,93+0,12% | 1,00+0,24%® | 0,80+0,36
% 1,5 Hp 1,09+0,112 | 1,03+£0,27° | 0,89+0,29?
BM:MS/60:40 Kontrol 0,124+0,00¢ 0,1340,03°¢ 0,29+0,08"
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% 0,25Hp | 0,46+0,019 | 0,46+0,07 | 0,55+0,22%
% 0,5 Hp 0,79+0,03° | 0,70+0,18% | 0,62+0,20%

% 1 Hp 0,99+0,09° | 0,91+0,222 | 0,89+0,352
% 1,5 Hp 1,16:0,06 | 0,97+0,24% | 0,93+0,26

“Kontrol gruplart harig, diger tiim gruplar gentamisin (10 pg ml?)
icermektedir. Tim degerler {ic bagimsiz deney sonuglarmin aritmetik
ortalamasi olarak Troloks (mM) esdegeri cinsinden verilmis olup, + standart
sapma degerleriyle birlikte ifade edilmistir. Harfler grup igerisindeki farklari
gostermektedir (p<0,05).

Toplam antioksidan kapasite degerleri Hp oranindaki artis ile dogru orantili
olarak daha yiiksek olarak Olgiilmiistiir. Ancak, farkli BM:MS oranlarinin ve
uzatilmis ekstraksiyon siirelerinin (24-48-72 saat) antioksidan kapasite degerlerini

kayda deger oranda degistirmedigi gozlenmistir (Sekil 4.9).

Gruplar arasindaki farklar Fisher LSD testi (p<0,05) ile analiz edildiginde,
yiiksek Hp iceren gruplarin antioksidan kapasite degerleri kontrol/diisiik Hp iceren
gruplardan anlamli derecede farklilik sergiledigi gortilmistiir (Tablo 4.4).

m— BMMS =3 BM:MS+% 0,5 HpO mmmm BM:MS+% 1,5 HpO
Emm BM:MS+% 0,25 HpO mmmm BM:MS+% 1 HpO
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Ekstraksiyon siresi (saat)

Sekil 4.9. HpG igeren/igermeyen BM:MS biyomalzeme ekstraktlarinin
ekstraksiyon siiresine bagli antioksidan kapasite degerleri. A) BM:MS/50:50, B)
BM:MS/60:40 filmler.

4.3.2 Toplam Fenolik Madde i¢erigi Tayini

HpG igeren/icermeyen tim BM:MS biyomalzemelerinde toplam fenolik
madde igerigi tespit edilmistir (Tablo 4.5). En diisiik toplam fenolik madde igerigi
BM:MS kontrol gruplarinda tayin edilirken en yiiksek degerler yiiksek

konsantrasyonda Hp igeren gruplarda tespit edilmistir.
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Tablo 4.5. HpG igeren/icermeyen BM:MS biyomalzemelerinin toplam
fenolik madde igerigi.

* 24h 48h 72h

Kontrol 12,09+1,43b° | 12,54+0,16% | 14,90+0,98"
% 0,25 Hp 10,86+£2,38° | 12,92+3,03% | 16,99+1,42%
BM:MS/50:50 %05Hp | 1523+2,66® | 17,837,612 | 21,31%2,63°
% 1 Hp 16,78+3,88% | 13,44+5,86° | 19,16+3,06%
% 1,5 Hp 16,94+4,95% | 12,49+5,49% | 18,78+3,52%
Kontrol 12,2242.85% | 13,97+1,67% | 17,67+2,04°
% 0,25 Hp 13,4942,57% | 16,23+0,50% | 21,23+1,81%
BM:MS/60:40 % 0,5 Hp 15,88+3,37% | 16,83+3,91% | 19,76+2,22%
% 1 Hp 17,43+£5,69* | 16,26+1,99% | 22,31+1,26%
% 1,5 Hp 13,76+6,81% | 13,84+2,32% | 19,41+0,08%
“Kontrol gruplar1 harig, diger tim gruplar gentamisin (10 ug ml™) icermektedir.
Tiim degerler li¢ bagimsiz deney sonuglarinin aritmetik ortalamasi olarak mg gallik
asit ml* esdegeri cinsinden verilmis olup, + standart sapma degerleriyle birlikte

ifade edilmistir. Harfler grup igerisindeki farklar1 gdstermektedir (p<0,05).

Antioksidan madde igerigi sonuglarina benzer sekilde, biyomalzemelerin
toplam fenolik madde icerikleri Hp oranindaki artisa dogru orantili olarak artis
sergilemistir. En yiiksek degerler 72 saat ekstraksiyona tabi tutulan drneklerde tespit
edilmistir. Ancak, farkli BM:MS oranlarinin toplam fenolik madde icerigini kayda
deger oranda degistirmedigi gézlenmistir (Sekil 4.10).

= BM:MS = BM:MS+% 0,5 HpO mmEm BM:MS+% 1,5 HpO
Emm BM:MS+% 0,25 HpO mmmm BM:MS+% 1 HpO
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Ekstraksiyon siresi (saat)

Sekil 4.10. HpG igeren/icermeyen BM:MS biyomalzeme ekstraktlarinin
ekstraksiyon siiresine bagli toplam fenolik madde igerigi. A) BM:MS/50:50, B)
BM:MS/60:40 filmler.
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Tamamen dogal bilesenler kullanilarak iiretilen HpG igeren/icermeyen tiim
biyomalzemelerin toplam fenolik madde icerdigi ve antioksidan ozellik sergiledigi
gozlenmistir. Bamya bitkisinin toplam fenolik maddece zengin olup antioksidan
aktivite sergiledigi 5 farkli bamya tiirli lizerinde yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir
[84]. Benzer sekilde zengin fenolik madde igerigine ve kuvvetli antioksidan
aktiviteye sahip oldugu bilinen [54, 58, 85] ve eski ¢aglardan beri yara tedavisinde
kullanilan sar1 kantaron yagi [86-88] ilavesi beklentimizi karsilayarak tirettigimiz
BM:MS biyomalzemelerinin antioksidan kapasitesine ve toplam fenolik madde

icerigine katki saglamistir.

4.3.3 Antibakteriyel Aktivite Tayini

Disk difiizyon testi kullanilarak gergeklestirilen analizlerde, herhangi bir aktif
bilesen igermeyen kontrol grubu BM:MS biyomalzemelerinde antibakteriyel aktivite
gozlenmez iken, HpG igeren tiim BM:MS biyomalzemelerinde her iki test bakterisi
(E. coli ve S. aureus) iizerinde de kuvvetli antibakteriyel aktivite goriilmiistiir.
Biyomalzemelerin antibakteriyel aktiviteleri zon ¢apt mm cinsinden Tablo 4.6’da

sunulmustur.

Tablo 4.6. HpG igeren/igermeyen BM:MS biyomalzemelerinin disk difiizyon

testine bagli antibakteriyel test sonuglari.

Zon cap1 (mm)

* E. coli S. aureus

Kontrol film | 0,00+0,00° 0,00+0,00°

0,25 Hp 22,81+1,35% 20,59+2,08?

BM:MS 50:50 0,5Hp 23,40+1,112 21,04+1,717

1Hp 24,23+1,76% 22,6442 56°

1,5Hp 24,87+1,24% 22,38+2,53%

Kontrol film | 0,00+0,00° 0,00:0,00°

0,25 Hp 21,38+1,10% 20,67+0,58?

BM:MS 60:40 0,5Hp 21,25+1,65% 20,87+1,66%

1Hp 21,67+1,532 20,23+1,732

15Hp 21,86+1,94° 20,59+1,98?
“Kontrol gruplar1 harig, diger tiim gruplar gentamisin (10 pug ml™)
icermektedir. Antibakteriyel aktivite degerleri zon ¢api cinsinden (mm)
lic bagimsiz deney sonuglarinin aritmetik ortalamasi olarak + standart
sapma degerleriyle birlikte verilmistir. Harfler grup icerisindeki
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‘ farklar1 gostermektedir (p<0,05). ‘

Disk difiizyon yontemi kullanilarak gerceklestirilen antibakteriyel aktivite
testlerinde, zon cap1 biiyiidiikce test edilen malzemenin daha yliksek antibakteriyel
ozellik sergiledigi yorumu yapilmaktadir. Her grup kendi igerisinde benzer
antibakteriyel aktivite sergilerken, 6zellikle E. coli bakterisi tizerinde daha genis zon
caplarinin gozlendigi HpG igeren BM:MS 50:50 biyomalzemelerinde ayni oranda
HpG igeren BM:MS 60:40 biyomalzemelerine oranla daha yiiksek antibakteriyel
aktivite sergiledigi bulunmustur. Ayrica, farkli oranlarda BM:MS ve Hp igerecek
sekilde hazirlanan tiim biyomalzeme gruplarinin E. coli bakterisi bulunan plakalarda
daha biiyiik ¢apta zonlar olusturdugu, dolayisiyla aktif ajan iceren biyomalzemelerin
E. coli bakterisi tizerindeki antibakteriyel aktivitelerinin S. aureus bakterisine oranla
daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 4.11).

Gentamisin hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi
antibakteriyel etki gosteren, suda kolayca ¢oziinen, genis spektrumlu kuvvetli bir
antibiyotiktir [67]. Hp ilavesinin antibakteriyel aktiviteye kayda deger bir katki
saglayamamasi, BM:MS/HpG biyomalzemelerine antibakteriyel etkiyi saglayan
temel bilesenin gentamisin olduguna isaret etmektedir. Ayrica, tiim gruplarin kendi
icerisinde istatistiksel (p<0,05) olarak benzer aktivite sergilemesi, antibakteriyel
ozelligin Hp’den ziyade (kontrol grubu hari¢) tiim gruplarda esit miktarda bulunan

gentamisin (10 pug ml™?) antibiyotiginden kaynaklandig1 sonucunu desteklemektedir.
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E. coli S. aureus

Kontrol film

%0,25 Hp

BM/MC 50:50 |%0,5 Hp

%1 Hp

%1,5 Hp

Kontrol film

2000000

%0,25 Hp

BM/MC 60:40 |%0,5 Hp

%1 Hp

%1,5 Hp °

Sekil 4.11. Disk difiizyon testine bagli antibakteriyel aktivite tayini. Kontrol

grubu harig tiim biyomalzemeler gentamisin (10 pg ml™) icermektedir.



4.3.4 Bakteri Gegis Testi

Bakteri gecis testi sonuglari antibakteriyel test sonuglarini destekler nitelikte
olup, herhangi bir aktif ajan icermeyen BM:MS kontrol grubu biyomalzemelerinde
agar ylizeyinde yogun bakteri biiylimesi goriiliirken, 6zellikle yiiksek HpG igeren
BM:MS biyomalzemelerinden bakteri gegisi olmadig1 gézlenmistir (Sekil 4.12).

BM:MS 50:50 BM:MS 60:40

S. aureus E. coli S. aureus E. coli

)

o “
o “
o “
o “

Sekil 4.12. HpG igeren BM:MS biyomalzemelerinden bakteri gegis testi.

Kontrol

"\—-:-'3

Kontrol grubu harig tiim biyomalzemeler gentamisin (10 pg ml™?) icermektedir.
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Sadece yiizeyine E. coli yayilan diisik Hp konsantrasyonlar1 (%0,25 ve %0,5
Hp) igeren biyomalzemelerden ¢ok az miktarda bakteri gegisi gozlense de kontrol
grubu disindaki tim HpG iceren BM:MS biyomalzemelerinden S. aureus gegisi
goriilmemistir. Sonuglar1 desteklemek amaciyla yiizeylerden Ornek alinarak sivi
besiyerine ekim yapilmis ve 24 saat sonra incelenen sonuglarda kontrol gruplar

(Sekil 4.13. A) hari¢ HpG igeren BM:MS 0Orneklerinde (Sekil 4.13. B) bakteri

bliytimesi goriilmemistir.

A A ﬂ@ B 2 w
;if | ¥ .
ge 12 e 2

T =
! =
® S

&

' 4

Sekil 4.13. Bakteri gecis testi sonrasinda alinan 6rneklerin incelenmesi;

A) kontrol gruplar1 ve B) HpG igeren gruplar.

Genel olarak HpG igeren biyomalzemelerin aktif bilesen igeriginin bakteri
gecisini engellemede 6nemli bir rol oynadigi sdylenebilmektedir. Neredeyse tiim Hp
konsantrasyonlarinda bakteri gegisi kayda deger oranda az/hi¢ gozlenmemesinden

dolay1, gentamisin antibiyotiginin bakteri geg¢isinde gorev alan temel etken ajan

oldugu sonucuna varilmaktadir.

4.3.5. MTT Canhlik Testi

Hiicre proliferasyonuna dayali sitotoksisite analizi sonucuna gore, ozellikle
HpG ilave edilmis BM:MS biyomalzeme ekstraktlarinin BJ insan derisi hiicre
canliligimi kayda deger oranda etkilemedigi anlagilmaktadir (Sekil 4.14). MTT testi
ile yapilan analizlerde 24 saatlik inkiibasyon sonunda BM:MS kontrol gruplarindaki
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canlilik %70 seviyesinde iken Hp ilavesiyle bu oranin %80-90 seviyesine ¢iktigi

goriilmektedir (Sekil 4.14. A ve C).

100 100

B
80 80 — — * =2
60 60
40 40
20 20
0 0

24 48 72

100

100

* *
80 =
80
60
60
i 40
20 20
0 0

24 48 72

Hiicre Canhihigi (%)

Ekstrak5|yon suresi (saat)
S Kontrol B % 0,25 HpO &2 % 0,5 HpO I % 1 HpO = % 1,5 HpO

Sekil 4.14. BM:MS biyomalzeme ekstraktlarinin sitotoksisite grafikleri. A)
BM:MS 50:50 24 saat, B) BM:MS 50:50 48 saat, C) BM:MS 60:40 24 saat, D)
BM:MS 60:40 48 saat inkiibasyon analizi. Kontrol grubu harig¢ tiim biyomalzemeler
gentamisin (10 pug ml?) icermektedir. * isareti grup icerisinde kontrol grubundan

farkli olan uygulama gruplarini ifade etmek i¢in kullanilmistir (p<0,05).

Farkli inkiibasyon siireleri (24-48-72 saat) sonunda elde edilen biyomalzeme
ekstraktlarinda benzer canlilik oranlar1 gézlenmistir. Ancak, MTT testinde 48 saatlik
inkiibasyonlarda tiim gruplardaki hiicre canliliklarinda %10-15 seviyesinde diisiis
goriilmiistiir (Sekil 4.14. B ve D). Sonug olarak tiim inkiibasyon dilimlerinde HpG
katkilt BM:MS biyomalzeme ekstraktlarindaki hiicre canliliklar aktif ajan icermeyen

BM:MS kontrol gruplarina oranla daha yiiksektir.

4.3.6. Cizik Testi

in vitro ¢izik testi sonuglarina gore 24 saatlik inkiibasyon sonunda 6zellikle
diisik Hp konsantrasyonlarinda (%0,25 ve %0,5) yara kapanma hizinin BM:MS
kontrol grubuna gore biraz daha yiliksek oldugu gozlenmistir (Tablo 4.7 ve Sekil
4.15).

52



Tablo 4.7. HpG igeren/icermeyen BM:MS film ekstraktlarinin yara kapanma

hiz1 izerine etkisi.

Yara Kapanma (%)

* 12h 24h
Kontrol 22,55+5,31 60,33+4,00
% 0,25 HpO 22,29+3,09 77,98+14.,29
BM:MS/50:50 % 0,5 HpO 24,51+4,19 74,87+8,31
% 1 HpO 17,12+2,71 61,61+3,25
% 1,5 HpO 22,42+4.29 64,67+8,82
Kontrol 20,50+1,78 60,08+4,89
% 0,25 HpO 29,07+6,67 79,9448.21
BM:MS/60:40 % 0,5 HpO 27,71£2,77 77,90+8,48
% 1 HpO 32,38+10,74 73,41+£15,81
% 1,5 HpO 23,19+7,18 51,75+6,89

“Kontrol grubu yalnizca belirtilen oranlarda BM ve MS igermektedir. Kontrol
gruplart harig, diger tiim gruplarda 10 pg/ml Gentamisin bulunmaktadir. Tiim
degerler lic bagimsiz deney sonuglarinin aritmetik ortalamasi olup, + standart

sapma degerleri ile birlikte verilmistir.

Ozellikle HpG iceren BM:MS biyomalzemeleri hiicreler iizerinde sitotoksik
etki gdstermemis ve ¢izik testinde yara kapanma siirecini hizlandirmistir. Literatiirde

dogal ajanlar olan bamya ve Hp’nin proliferatif etkisi bilinmektedir [64, 89].

100
80 -
£
g 60 -
=
@
Q.
g
S 40 -
©
>
N II II
0 Al
BM:MS/60:40 BM:MS/50:50 BM:MS/60:40 BM:MS/50:50
12. saat 24. saat
E Kontrol == BM:MS+% 1,5 HpO I BM:MS+% 0,5 HpO
== BM:MS Bl BM:MS+% 1 HpO N BM:MS+% 0,25 HpO

Sekil 4.15. HpG igeren/icermeyen BM:MS film ekstraktlarinin yara kapanma
hiz1 iizerine etkisi. Kontrol grubu hari¢ tiim filmler gentamisin (10 pg ml?)

icermektedir.
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4.3.7 in vitro Hiicre Tutunma Testi

in vitro hiicre tutunma testinde BJ hiicreleri HpG igeren/igermeyen BM:MS
biyomalzemeler {izerinde 3 giin siireyle inkiibe edilerek biiyiitiilmiis ve inkiibasyon
siiresi sonunda DAPI/phalloidin boyalar1 ile boyama protokolii uygulanmistir. Bu
protokolde biyomalzemeler toplamda 6 kez PBS ile yikanmus, bir kez %0,1 Triton
100x ve bir kez de DAPI/phalloidin boya karisim1 ile muamele edilmistir. Tim bu
boyama ve yikama islemleri biyomalzemelerin yiizeyinde ciddi asinmalara sebep
olmustur (Sekil 4.16A). Bu asinmanin bir sonucu olarak, floresan mikroskobu
analizinde biyomalzeme yiizeyinde tutunmus hiicreler gozlenememistir. Ancak,
beklentimiz disinda biyomalzeme {izerinde hiicre kiimelerinin (sferoid) olustugu
goriilmustiir (Sekil 4.16B).

Sekil 4.16. HpG igeren/icermeyen BM:MS biyomalzemelerinde in vitro hiicre
tutunma testi. A) DAPI phalloidin boyas: ile boyanan biyomalzemeler, B)

Biyomalzeme yiizeyinde olusan hiicre kiimeleri, C) Floresan mikroskobu goriintiisii.

Boyama ve yikama asamalarinda bu hiicre kiimelerinin ¢ogu biyomalzeme
ylzeyinden akip gitse de floresan mikroskobu analizlerinde ¢ekirdekleri DAPI ile
boyanmis {i¢ boyutlu bir hiicre kiimesinin fotografi ¢ekilebilmistir (Sekil 4.16C).
Ozellikle yiiksek hidrofobik yiizeylerde hiicre kiimelerinin olustugu literatiirde
siklikla yer almaktadir [90]. Hiicre kiimelerinde biiyliyen hiicreler yiizeye yapisarak
bliyiiyen hiicrelerden fakli bir morfolojiye sahip olup, kiiltiir kabinda kiiltiire edilen
hiicreler gibi klasik hiicre morfolojisi yerine, daha ziyade kiiresel bir yap1
sergilemektedirler. Bu sebeple, phalloidin boyamasindan verimli sonu¢ alinamadigi

distiniilmektedir.

Sonu¢ olarak, irettigimiz biyomalzeme yiizeylerinde yiizeye yapisarak
biiyiiyen hiicrelerden ziyade hiicre kiimeleri gozlenmistir. Biyomalzeme yiizeyinde
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biiyiiyebilen bu canli hiicre kiimeleri biyomalzemelerin hiicrelere sitotoksik etki
gostermediginin kaniti olup, elde edilen bulgular MTT canlilik testi sonuglari ile

uyumludur.
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5.SONUC VE ONERILER

1. Bu calisma igin, ilk defa bamya miisilaji ve metil seliilozdan kompozit bir
yara ortli malzemesi (BM:MS) gelistirilmis ve liretilen biyomalzeme sar1
kantaron yagi (Hp) ve gentamisin (G) ilavesi ile fonksiyonel hale

getirilmistir.

2. Literatiirde belirtilen 0,05-0,1 mm araliginda kalinliklara sahip
biyomalzemeler iiretilmistir. Hp icermeyen BM:MS film kalinliklar1 0,06
mm olarak Olgiiliirken, en yiiksek Hp konsantrasyonunda (%1,5) kalinlik

0,1 mm olarak ol¢lilmiistiir.

3. FTIR analizi sonuglarinda 1700, 2100, 2300 cm™ olarak gbzlenen Hp
yagina 6zgii pikler, HpG katkili filmlerde acik bir sekilde gozlenmistir.

4. SEM analizi sonuglarina gore, Hp igermeyen filmlerin yiizeyi 1.000x
biiylitmede porsuz olarak goriiliirken, Hp ilavesi ile filmlerin yiizeyinde

1,4-2,2 um araliginda porlar goriilmiistiir.

5. Uretilen biyomalzemelerin yiizey temas acilart 70-110° araliginda
bulunmustur. Hp igermeyen kontrol gruplarinin ylizey temas acilart (97-
110°) ideal olan 50-90° araligindan daha yiiksek oOlgiilse de %0,25’in
iizerinde Hp iceren filmlerin ylizey temas acilart 70-90° araligindadir. Bu
sonuclardan hareketle, Hp ilavesi ile yiizey hidrofobisitesinin azaldig1 ve

bu durumun por ¢aplarindaki artis ile alakali oldugu belirlenmistir.

6. BM:MS biyomalzemelerinin ¢ekme mukavemetleri literatiirde verilen

araliga (5-50 MPa) uyacak sekilde 9,1-27,4 MPa araliginda bulunmustur.

7. ldeal olarak kabul edilen su buhar1 gecis hiz1 (0,90-28,90 g/dm? /giin), Hp
icermeyen BM:MS filmleri igin 2,4-4,8 g/dm? /giin araliginda
bulunmustur. Ayrica, daha biiyiik por ¢apma sahip olan BM:MS 60:40
filmlerindeki su buhar1 ge¢is hizi BM:MS 50:50 filmlerine gére daha
yiksek bulunmustur.
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8.

10.

11.

12.

Sisme kapasitesi %100-300 araliginda olmasi1 beklenen biyomalzemelerin,
su tutma kapasitelerinin oldukga yiiksek oldugu ve 1 dakika igerisinde
%300-500 kat arasinda sisme gosterdikleri belirlenmistir. Ideal olarak
araliktan daha yiiksek bir sonug elde edilse su tutma kapasitesi iyi bir yara

Ortli malzemesinde aranan bir 6zelliktir.

Hidrolitik bozunma testinde, en kisa inkiibasyon siiresinden (1 dakika)
sonra %22-30 araliginda hidrolitik bozunma goriiliirken, en uzun
inkiibasyon siiresi (30 dakika) sonunda bozunma degeri %?27-39
araliginda bulunmustur. Filmlerin %50 veya daha az c¢oziiniirliikte
olmasim1 beklenmekteydi, sonuglar buna uygun olsa da 9%27-39
araligindaki bozunma degeri hizli bir bozunmaya isaret etmektedir.
Filmlerin su ortamindaki dayanikliligi {izerine yapilan arastirmamiz
sonucunda farkli bir yontem ile suda ¢oziinmeyen filmlerin iretildigi
goriilmiistiir [91]. ilerleyen zamanlarda bu ydntem iizerine g¢aligmalar

yapilacaktir.

Tamamen dogal bilesenler iceren BM:MS/HpG biyomalzemelerinin
fenolik madde igerdigi ve antioksidan ozellik sergiledigi tespit edilmistir.
Ozellikle Hp konsantrasyonunun artisina bagli olarak hem fenolik madde

hem de antioksidan 6zelliginde artig goriilmiistiir.

Antibakteriyel o0zelligi tespit etmek amaciyla gerceklestirilen disk
diflizyon testinde, aktif ajanlar1 (HpG) i¢cermeyen biyomalzemelerde zon
olusumu gozlenmezken HpG igeren tiim biyomalzemelerde belirgin
zonlar olusmustur. Imagel programinda yapilan analizler sonucunda, S.
aureus igin 2,0-2,2 cm ve E. coli igin 2,1-2,4 cm araliginda zonlar

Olclilmiistiir.

Uretilen biyomalzemelerden HpG igermeyenlerin bakteri gecisine izin
verdigi goriilmiistiir. Diger yandan, %0,25’in tizerinde HpG igeren tiim

filmlerden bakteri gegisi gézlenmemesi ve disk diflizyon testi sonuglari
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13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

dogrultusunda BM:MS/HpG filmlerinin kuvvetli antibakteriyel 6zellik

sergiledigine isaret etmektedir

Biyomalzemelerin sitotoksisitesini belirlemek i¢in yapilan MTT canlilik
testi sonuglarinda, HpG igeren filmlerin tiimiinde %70’in iizerinde hiicre

canlili1 gozlenmistir.

in vitro yara kapama sonuglarina gére Hp igeren BM:MS film
ekstraktlarinin yara kapama hizinin Hp igermeyen kontrol gruplarina gore
daha hizli oldugu belirlenmistir. Bu durumda, Hp ilavesi ile filmlerin
hiicre proliferasyonu ve migrasyonunu artirarak yara iyilesme siirecini

hizlandirici bir etkiye sahip olabilecegi sdylenebilmektedir.

Sonug olarak, dogal bilesenler sayesinde proliferatif ve antibakteriyel

ozellikler kazandirilan bir biyomalzeme {iretimi gergeklestirilmistir.

Ince ve esnek yapida olan biyomalzemelerin mekanik mukavemetinin
yiiksek olmasi, mikro boyutlu gdzenekli yapisi ile su buhar1 gecisine izin
vermesi, yara bolgesinde olusan eksiidayr yiiksek oranda tutabilme

kapasitesi sergilemesi gibi iistiin 6zelliklere sahip oldugu tespit edilmistir.

Bu o6zellikleri sayesinde gelistirdigimiz kompozit filmin iyi bir yara oOrtii

malzemesi olabilme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir.

Yara ortii malzemesi olmas1 disinda farkli biyoteknolojik uygulamalar
icin de kullanilabilecek bircok fonksiyona sahip bir biyomalzeme

gelistirilmistir.

Bu calismadan elde ettigimiz bulgular, gelistirmis oldugumuz
BM:MS/HpG biyomalzemesinin in vivo yara modeli iizerinde denenmesi
konulu yeni projeler hazirlanmasi {iizerine olan motivasyonumuzu

artirmaktadir.
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