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YARA ORTUSU OLARAK iPEK BAZLI ANTIBAKTERIYEL
BiYONANOTEKSTILLERIN URETIMi

Semih GALAMAK
Oz

Bombyx mori kozalarindan elde edilen ipek fibroin, iyi derecede biyouyumluluk,
gegirgenlik, biyobozunum, minumum inflamatuar reaksiyon, morfolojik elastikiyet
ve mekanik ozellikleri icine alan Ustlin o6zellikleri ile biyomedikal uygulamalarda
kullanilan onemli bir polimerdir.

Bu tez calismasinda yara ortist olarak ipek fibroin bazli antibakteriyel
biyonanotekstillerin  Uretimi amaclanmigtir. Biyonanotekstillere antibakteriyel
aktivite kazandirmak amaciyla ipek fibroine Ag nanopartikiller (%0.5 ve %1 wi/v)
veya polietilenimin (PEI,10, 20 ve % 30 (w/v)) katimis ve nanofiberler
elektroedirme yontemi ile Uretilmistir. Bunlara ek olarak sulfatlanmis fibroin
nanofiberler de dretilmistir. DUzgun ve homojen morfolojide fibroin bazl
nanofiberler elde edebilmek icin akis hizi, uygulanan voltaj ve polimer derigimi gibi
temel sistem parametreleri optimize edilmistir. Sulu ortamda kararli nanofiberler
elde etmek icin glutaraldehit buhari ve metanol muamelesi olmak Uzere iki farkli
yontem uygulanmistir. Caplari 33 ile 332 nm arasinda degisen dizgin ve homojen
morfoloji gdsteren ipek bazli nanofiberler, taramali elektron mikroskopu (SEM)
Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi, Diferansiyel taramali kalorimetre
(DSC), Termogravimetrik analiz (TGA) ile karakterize edilmistir. Sitotoksisite
degerlendirilmesi MTT testi ile yapilmistir. indirekt sitotoksisite sonuglari, bitin
fibroin ve PEI/Fibroin nanofiber ekstraktlarinin L929 hicre hattina toksik
olmadigini gostermistir. Ancak Ag nanopartikul iceren nanofiberler (Ag/Fibroin-G)
gucli sitotoksisite gOstermistir. Ayrica antibakteriyel aktiviteleri gram (+)
Staphylococcus aureus ve gram (-) Pseudomonas aeruginosa'ya karsi
degerlendiriimis, PEI/Fibroin biyonanotekstillerin, Ag nanopartikil igeren
biyonanotekstiller kadar antibakteriyel aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Bu
sonuglar PEI/Fibroin biyonanotekstillerin, yara iyilesmesi uygulamalari icin umut
vaadeden bir malzeme adayi olabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: biyonanotekstiller, antibakteriyel nanofiberler, ipek fibroin, PEI,
sulfatlanmig ipek fibroin

Danisman: Prof. Dr. Kezban ULUBAYRAM, Hacettepe Universitesi, Eczacilik
Fakultesi, Eczacilik Temel Bilimleri Anabilim Dali ve Nanoteknoloji ve Nanotip
Anabilim Dali



PRODUCTION OF SILK BASED ANTIBACTERIAL BIONANOTEXTILE
AS WOUND DRESSING

Semih CALAMAK

ABSTRACT

Silk fibroin from the cocoon of Bombyx mori, is one of the candidate materials
which offer unique properties including good biocompatibility, permeability,
biodegradability, morphologic flexibility and mechanical properties to be used as a
biomaterial.

In this thesis, it was aimed to fabricate silk fibroin based antibacterial
bionanotextiles serving as wound dressings. To achieve antibacterial activity, Ag
nanoparticles (0.5 % and 1 % w/v) or polyethylenimine (PEI,10, 20 and 30 %
(w/v)) were added silk fibroin and composite nanofibers were successfully
fabricated by electrospinning. In addition, sulfated fibroin nanofibers were also
produced. In order to obtain fibroin based nanofibers with a smooth and uniform
morphology, we systematically optimized the key processing parameters such as
flow rate, applied voltage, and polymer concentration. Two different methods
including methanol and glutaraldehyde vapor treatment were employed to obtain
water stable nanofibers. The prepared fibroin based nanofibers in the range
between 33 to 332 nm with a smooth and uniform morphology were characterized
using scanning electron microscopy (SEM), Fourier transform infrared (FTIR)
spectroscopy, Differential scanning calorimetry (DSC), Thermogravimetric
Analysis (TGA). Cytotoxicity evaluation was performed with L929 fibroblasts by
MTT assay. The indirect cytotoxicity results demonstrate that all Fibroin and
PEI/Fibroin extracts have no cytotoxicity to cancer cell line L929. However, Ag
nanoparticles containing nanofibers (Ag/Fibroin-G) showed strong cytotoxicity
against L929. Further, antibacterial activities against gram (+) Staphylococcus
aureus and gram (-) Pseudomonas aeruginosa were evaluated and results
suggested PEI/Fibroin bionanotextiles showed strong antibacterial activity as
much as Ag nanoparticles containing bionanotextile. These results suggested that
PEI/Fibroin composite bionanotextile could be a promising candidate for wound
healing applications.

Key words: bionanotextiles, antibacterial nanofibers, electrospinning, silk fibroin,
PEI, sulfated silk fibroin
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1. GIRIS VE AMAG

Biyomedikal tekstiller, ameliyat iplikleri, bandajlar, yapay bag dokusu, yapay
damar, yapay eklem, yara ortuleri gibi daha birgcok medikal cihazin Uretiminde
yaygin olarak kullaniimaktadir. Son vyillarda nanolretim teknolojilerindeki
gelismelerle birlikte biyomedikal tekstillerin Gretimi nanoboyuta indirgenerek ¢ok

fonksiyonlu malzemeler Uretilmektedir.

Bu tez calismasinin amaci antibakteriyel etkiye sahip, ipek fibroin bazli
biyonanotekstillerin yara ortisi modeli olarak gelistiriimesidir. Bu amaca yonelik
olarak c¢esitli yaklasimlarla ipek fibroin proteinine antibakteriyel 6zellikler
kazandirarak yara bolgesine yapismayan ipek fibroin bazli biyonanotekstiller
elektroegirme yontemi ile gelistirilecektir. Bu ¢alismada ipek fibroin proteini
biyomalzeme olarak secilmistir. ipek fibroin proteini, farkli morfolojilerde, doku
iskelesi, ilag salim sistemi, yara ortu malzemesi olarak biomedikal alanda
kullanilmasinin yani sira tekstil uygulamalarinda da yaygin olarak kullaniimaktadir.
ipek fibroin ile yapilan galismalar incelendiginde, ipek fibroin filmlerin islak
haldeyken tipki insan derisi gibi ylksek oksijen gecirgenligine sahip olmasi (Lu,
Wang ve ark. 2009), fibroin filmlerin yaranin iyilesme periyodu siresince yarayi dis
etkilerden ve mikroorganizmalardan korudugu ve por6z ipek filmlerin
vaskularizasyonu sagladigi bildirilmistir (Guan, Bai ve ark. 2009). Bu o6zellikleri
dolayisi ile ipek, doku muhendisliginde ve yara iyilesmesi uygulamalarina oldukga
uygun biyomalzemedir. Ancak ipedin mekanik ozellikleri ve biyouyumlulugunun

yani sira ipek fibroin proteininin antibakteriyel etkisi bulunmamaktadir.

Diger taraftan nanoteknolojideki gelismelerle birlikte hidrokolloid, aljinat, hidrojel ve
fiber formlarinda dretilen yeni nesil yara 0Ortu malzemelerine antimikrobiyal
Ozellikler kazandirmak icin genellikle nano boyutta metalik nanopartikiller
kullaniimaktadir. Bu nanopartikullerin basinda da antimikrobiyal aktivitesi birgok
calismayla kanitlanmig gumus (Ag) nanopartikiller gelmektedir (Maneerung,
Tokura ve ark. 2008; Rai, Yadav ve ark. 2009). GUmus nanopartikuller, yara
bdlgesini enfeksiyonlara karsi korumasina karsin yara bdlgesindeki hucreler
uzerine sitotoksik ve genotoksik etkilere sahiptir (Park, Neigh ve ark. 2011).
GUmusin essiz antimikrobiyal o6zelliklerinin yaninda canlilar Gzerine olumsuz

etkileri nedeniyle son yillarda antimikrobiyal peptitler ve polimerler Uzerine



arastirmalar o6ne cikmaktadir (Kenawy, Worley ve ark. 2007). Antibakteriyel
polimerler incelendiginde polietilenimin (PEI), basta gen terapisi uygulamalarinda
gen tasiyici polimerik sistemler (Jeon, Yang ve ark. 2008; Shen, Deng ve ark.
2009; Fortune, Novobrantseva ve ark. 2011) olmak Uzere, dental kompozitlerde
(Beyth, Yudovin-Farber ve ark. 2006), protein tasima sistemlerinde (Zhang,
Kucharski ve ark. 2010), filtrasyon teknolojisinde (Fang, Xiao ve ark. 2011) ve
doku iskelelerinde (Khanam, Mikoryak ve ark. 2007) yaygin sekilde kullanilan
polikatyonik bir polimerdir. Bu polimerin etkili antibakteriyel 6zelligi Klibanov ve
arkadaslari tarafindan pek ¢ok ¢alisma ile rapor edilmistir (Tiller, Liao ve ark. 2001;
Lin, Qiu ve ark. 2002; Milovi , Wang ve ark. 2005; Wong, Li ve ark. 2010). PEI
guglu antibakteriyel etkisi sayesinde biyonanotekstillerin gelistiriimesinde son
derece uygun bir polimer olarak gorulmektedir. Bu 6zellikleri dolayisi ile PEI bu
tez kapsaminda ilk defa fibroin yapilara eklenerek antibakteriyel
biyonanotekstillerin hazirlanmasi hedeflenmistir. Ayni zamanda antimikrobiyal
etkisi bilinen glimuis nanopartikiller iceren Ag/Fibroin kompozit nanofiberleri
hazirlanarak antibakteriyel etkileri ve sitotoksisiteleri PEl katkili nanofiberler
(PEI/Fibroin) ile karsilastirilarak performanslarinin degerlendiriimesi

amaclanmistir.

Diger taraftan heparin benzeri yapisi sayesinde yuksek derecede antikoagulan
Ozellik gosteren sulfatlanmis fibroin nanofiberlerin elde edilmesi ve antibakteriyel

Ozelliklerinin incelenmesi hedeflenmistir.

Bu hedefler dogrultusunda uretilen biyonanotekstillerin, sulu ortamda kararh hale
gegcirilmeleri incelenecek, morfolojik ve termal analizlerle yapilar aydinlatilacaktir.
Daha sonra ug¢ farkli yaklagsimla elde edilen ve antibakteriyel 6zellikte olduklari
iddia edilen biyonanotekstilerin, yara bolgesinde en ¢ok gorulen hucre tipi olan
fibroblastlar Gzerinde sitotoksisiteleri incelenecektir. Son olarak biyonanotekstillerin
yara bolgesinden en ¢ok izole edilen gram (+) Staphylococcus aureus ve gram (-)

Pseudomonas aeruginosa’ya karsi antibakteriyel 6zellikleri incelenecektir.

Tezin sonunda enfekte yaralarin tedavisinde kullanilmak Uzere, gumus
nanopartikiller kadar antibakteriyel etkiye sahip, ortamda kalici antibakteriyel
aktivite saglayacak, yara bolgesinde toksik etki olusturmayacak ve vyara

iyilesmesini tesvik edecek biyonanotekstiller geligtirilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Biyomalzeme Olarak ipek

ipek fibroin, sahip oldugu mekanik &zellikleri ve g6z kamastiran parlakligi ile
yuzyillardir tekstil malzemesi olarak kullaniimaktadir. ipek fibroin proteini, farkli
morfolojilerde, doku iskelesi, ilag salim sistemi, yara o6rti malzemesi olarak
biyomedikal alanda kullaniimasinin yani sira filtrasyon uygulamalarinda da yaygin
olarak kullaniimaktadir. Kollejen ve ipek gibi fibroz proteinler birbirini tekrarlayan
amino asit dizilerinden olusur ve ikincil yapilarinda yuksek oranda homojenlik
goOsterirler. Bu tip proteinler, bu 6zellikleri sayesinde diger biyomalzemelere oranla

yuksek derecede mekanik dayanim gosterirler.

ipek proteini, Bombyx mori tirtillari tarafindan metamorfoz sirasinda avcilardan
korunmak igin Uretilen fibroz bir proteindir (Sekil 2.1) (Vepari ve Kaplan 2007).
Yapisal olarak incelendiginde ise ipek proteini iki alt proteinden olugmaktadir.
Bunlardan ilki serisin olarak bilinen yapigkan benzeri glikoprotein yapisindaki
proteindir. Bu protein fibroin filamentlerini ¢iftler halinde sararak kozayi
mikroorganizmalardan, UV isinlardan ve kohezyondan korur (Sekil 2.2. A,C). Ayni
zamanda ipegin agirlikga % 25-30’ unu olusturur. Serisin proteini, seltloz ve poli
(vinil alkol) (PVA) gibi fazla sayida hidroksil gruplari icerir, bu da serisin proteinini
yuksek oranda hidrofiik yapar. Serisin proteini, oksidasyona dayanikli,
antibakteriyel, UV 1si1gina gegirimsiz, nemi kolaylikla absorp eden ve salan
Ozelliklere  sahiptir.  Ayrica serisin ¢apraz baglanma  gosterir, diger
makromolekullerle Ozellikle de yapay polimerlerle kompozit olusturabilmektedir.

ipek proteininin islenmesi sirasinda serisin proteinin gcogu uzaklastirilr.

Serisinin molekdl agirhgr 10-300 kDa arasinda degismektedir. Serisin proteini 18
aminoasitten olusur bunlarin ¢ogu kuvvetli polar gruplar olan hidroksil, karboksil ve
amino gruplari igerir. Ylzde olarak incelenecek olursa %33.4 serin %16.7 aspartik
asitten olusur. Serisin suda ¢ozulebilir bir proteindir. Ayrica polar bir ¢ozicllerde
ornegin asit ve alkali 6zeltilerde ve proteazlarda ¢ozulebilir. DUsuk molekal agirhikl
serisin peptitler (20 kDa’dan daha kuguk) veya serisin hidrolizatlari deri bakimi,

sa¢ bakim drunleri iceren kozmotiklerde, saglik Grinlerinde kullantlir.



Sekil 2.1 ipek bdcegi kozasi ve larvasi (Bursa Koza Birlik)

YUksek molekul agirlikli serisin peptitler (20 kDa'dan buyuk) c¢ogunlukla
biyomalzemelerde, fonksiyonel biyomembranlarda, hidrojellerde veya fonksiyonel
fiberler ve bunlarin fabrikasyonlarinda kullanilir (Yamada, Nakao ve ark. 2001;
Zhang 2002). ipek proteininin blyiik bir kismini olusturan diger protein ise
fibroindir. Bu protein oldukga iyi mekanik dayanim gdsterir ve serisine kiyasla
oldukga hidrofobiktir. Serisin proteini yapidan ayrildiktan sonra ortaya gikan fibroin
fiberlerin kalinligi yaklasik 10 ym kalinhgindadir (Hardy ve Scheibel 2010) (Sekil
2.2 B).

Fibroin nanofibrilleri ¢ bilesenli protein kompleksinden olusur. Birincisi, agir zincir
(Heavy-chain) fibroin (350 kDa) olarak bilinen biyiik protein, ikincisi hafif zincir
(Light- chain) fibroin olarak bilinen hafif proteindir. Hafif zincir ve agir zincir
birbirlerine disulfit baglari ile baglidir. P25 olarak bilinen tGg¢lncu kuguk glikoprotein

ise komplekse kovalent olmayan etkilesimlerle baglidir (Hardy ve Scheibel 2010).
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Sekil 2.2 A) Dogal ipek fiberler, B) Serisin proteini uzaklasgtinimis fiberler,
C) Dogal ipek fiberlerin sematik gosterimi

Ipek fibroinin amino asit kompozisyonunun biyik bir kismini %43 ile glisin
olusturur. Daha sonra glisini %30’la alanin ve %12 ile serin amino asiti izler.
Fibroin zinciri hidrofobiktir ve (Gly-Ala-Gly-Ala- Gly-Ser), bloklari igerir. Bu form

anizotropik B- tabakalarinca zengin nanokristaller olarak bilinir (Sekil 2.3).
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Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Sekil 2.3 ipek fibroinin cogunlukla tekrar eden amino asit dizisi



ipek fibroin proteininin gesitli konformasyon yapilari vardir. Diizensiz sarmal (Silk )
yap! fibroinin hidrat yapisidir. Sulu ortamdaki fibroini kararl kilmak igin B-tabakali
(silk 1) yapiya gecis oldukca énemlidir. Parcalanma suresinin ayarlanmasi ancak
silk I’ den silk II' ye gegisin iyi ayarlanmasiyla saglanabilir. Dogada ipek proteini
silk | yapisindayken egirme sirasinda ipek bocegi larvasi tarafindan silk Il yapisina
donusturtlerek  kararli  hale getirilir.  Yeniden olusturulmus ipek bazli
biyomalzemelerde [ tabaka (silk Il) kristalin yapisina gegis farkh yontem ve
prosesler uygulanarak ayarlanabilmektedir (Lawrence 2010). ipek fibroin silk |
yapisindan kararli hal olan silk Il yapisina gegerken amino asit dizileri arasinda
hidrojen bagdi olusumu tesvik edilir ve amino asitlerin karbonil ve amin gruplar
arsinda paralel veya antiparalel hidrojen baglari olusur. Fibroinin kararli hali olan
silk Il yapisi Sekil 2.4’ te verilmistir. Fibroinin yapisal deg@isimini dlizensiz sarmal
halden, [B-tabaka haline gecgirmek igin c¢esitli yontemler vardir. Bunlar; 1si ile
muamele, mekanik germe, polar organik c¢ozuculer ile muamele etme ve su
buharina maruz birakmaktir. TiUm bu yontemlere alternatif olarak duzensiz sarmal
haldeki fibroin molekulleri dogal veya sentetik polimerlerle c¢apraz baglanarak
kararl hale getiriimektedir. Yapilan bir ¢alismada hidrofobik yapiya sahip olan
fibroin, plastiklestirici 6zellige sahip gliserol ile karigtirilarak suda ¢6zinmeyen,
kararli ve elastikiyete sahip ipek fibroin biyomalzemeler elde edilmistir (Lu, Wang
ve ark. 2009).
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Sekil 2.4 Fibroinin silk Il ( B-kristalin) yapisi
(http://www.chembio.uoguelph.ca/educmat/phy456/456lec01.htm)

ipek fibroin proteini in-vivo da yavas absorplanir. Biyomalzemelerde absorpsiyon
zamani implantasyon bdlgesine, hastanin fizyolojk kosularina ve malzemenin
morfolojisi gibi etmenlere baghdir. ipedin proses asamalarindaki konformasyon ve
morfolojik dedisimler ile ipek proteinin degredasyon suresi in-vivo ve in-vitroda

ayarlanabilir (Altman, Diaz ve ark. 2003).

Ipek yizyillardir tekstil alaninda kullaniimasinin yani sira, dogal kaynakli olmasi,
essiz mekanik Ozellik gostermesi, kolay yuzey modifikasyonu gibi oOzellikleri
sayesinde son donemdeki doku muhendisligi uygulamalarinda oldukga fazla ilgi
géren bir biyomalzeme haline gelmistir. ipek fibroin biyouyumlu ve biyobozunur
yapisi sayesinde vucut igerisine implante edilebilir. Ayrica in-vitro ve in-vivo
uygulamalarda fiber, film, partikul, hidrojel ve stuinger gibi ¢esitli form ve sekillerde

uretimi yapilabilmektedir (Sekil 2.5).
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2.1.1. ipek fibroin filmler

ipek fibroin filmler, ipek firoin sulu ¢dzeltisi veya organik ¢oziicl sistemleri ile gesitli
polimerlerin karistirimasiyla elde edilirler (Minoura, Tsukada ve ark. 1990).
Literatlrdeki calismalar incelendiginde, ipek filmlerin en 6nemli dezavantaji yuksek
kirlganhida sahip olmalarndir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak icin ipek filmler
farkh polimerlerle karistirilarak 6zellikleri istenilen bigcimde degistirilebilmektedir.
Kundu ve ark. (Kundu, Mohapatra ve ark. 2011) yapmis olduklari ¢alismada
sodyum karboksisellloz ile karistirilan ipek fibroin filmin elastik ve termal
Ozelliklerinin arttigini  gozlemlemiglerdir. Ayrica, ipek fibroin filmlere gerek
hdcrelerin uyumunu kolaylastiracak gerekse farkli 6zellikler kazandiracak yuzey
modifikasyonlari yapmak da mimkin olabilmektedir. Ornegin, Zwitteriyonik
fosfobetain ile modifiye edilen ipek fibroin ylzeylerin kan uyumlulugu gosterdigi ve
zwitteriyonik  fosfobetain film yuzeyinde pihtilasmayi engelleyici etki yaptigi
bildirilmigtir (Jiang, Chen ve ark. 2010). Diger bir galismada ipek fibroin film ylzeyi
poli(etilen glikol) (PEG) gibi biyouyumlu ve hidrofilik bir polimerle modifiye edilmesi
sonucunda ipek fibroin filmlere hidrofilik karakter kazandirilmistir. Ayrica hidrofilik
zincirler retikuloendotelyal sistem (RES) tarafindan taninmayi geciktirici bir etki
yaptigi bilinmektedir (Vepari, Matheson ve ark. 2010). Yuzey modifikasyonlarinin
yani sira, ipek fibroin filmlere cesitli bitki ekstraklari yluklenerek ya da adsorbe
ettirilerek filmlere antimikrobiyal 6zellik kazandiriimasi da mumkuin olabilmektedir
(Basal, Altiok ve ark. 2010). ipek, bilinen en giiglii biyomalzeme olmasina ragmen
hala mekanik dayaniklilik istenilen dl¢cude degildir. Mekanik dayanimi artirmak
amaciyla silika, titanyum, ginko, apetit, karbon nanotlp veya metal nanopartikuller
gibi gugclendirici ajanlar kullaniimaktadir. Boylece nano boyutta kalinhga sahip
daha dayanikli, elastik ve yuksek duyarliliga sahip filmler elde etmek mumkundar
(Kharlampieva, Kozlovskaya ve ark. 2010). Altin nanopartikiller yiklenmis fibroin
filmler, altin partikdllerinin belirli bir dalga boyunda goénderilen 11§31 absorplayarak
ISI enerjisine c¢evirmeleri sayesinde termal terapilerde uygulama potansiyeline
sahiptirler. Altin nanopartikuller bulunduklari alanlarda lokal olarak yuksek sicaklik
degisimlerine neden olurlar. Bu ylUksek sicaklik degigsimleri de tumorlu veya
hastalikh dokunun hasar gérmesini ve yok olmasini saglar (Tao, Siebert ve ark.
2010).



ipek filmlerin bir bagska 6nemli medikal uygulama alani da kornea doku
mihendisligi olmustur. ipek filmlerin optik dalga boylarinin tamamini gegirdigi
bilinmektedir. Bu 06zelligi sayesinde arjinin-glisin-aspartik asit (RGD) peptitleri ile
fonksiyonlandiriimis ipek fibroin filmler gerek hucre tutunmasini kolaylastiracak
yapisi gerekse 1sik gecirgenligi ve sahip oldugu mekanik 6zelliklerinden dolayi
kornea doku muhendisligi uygulamalari i¢cin umut olmustur (Luo, Zhang ve ark.
2011). Yine bu alanda yapilan baska bir calismada ipek fibroin filmlere ksilitol ve
mannitol alkolleri eklenerek filmler hem suda ¢bzinmez hale getiriimis hem de
mekanik o6zellikleri arttinimigtir. Ksilitol orani %10 ve %20 olan ipek fibroin
filmlerde 1s1k gecirgenligi insan korneasina yakin hale getirilmigtir. Ayni zamanda
alkol ile karistinimis ipek fibroin filmle insan korneasiyla tutarli mekanik 6zellik
go6sterdigi  gbézlemlenmistir (Luo, Zhang ve ark. 2011). ipek fibroin filmlerin
polietilenoksit (PEO) ile karistirilarak ylzey oOzelliklerinin degistigi gorulmagtur.
Filmlerin metanol ile B-tabaka kristalinitesi saglandiktan sonra, 37°C’de 24 saat su
ile  muameleden sonra filmlerin yapisindan uzaklastirlan PEO polimeri
malzemenin mikro yapisinda degisiklige neden olmus ve yuzey puruzliluguna
arttirmistir. Ylzey purtzlGliganian artmasiyla yuzeylere hicre tutunmasinin buyik
Olclde arttirmigtir (Jin, Park ve ark. 2004).

Literatlrdeki diger calismalar incelendiginde, ipek fibroin filmlerin biyomalzeme
olarak kullanimlari oldukga yaygindir ve buatin bu c¢aligmalar igin in-vivo ortamda
parcalanmanin kontroli dnemli bir parametredir. Yapilan ¢alismalar incelendiginde
ipek fibroin proteinini parcalanmasini kontrol edebilmek icin kullanilan en yaygin
yontem ipek fibroin filmlerin organik ¢dztculer ile muamele edilmesidir. Ancak, bu
yontemde, kristallenme oraninin kontrolu oldukga zordur ve ayrica malzemede

kalabilecek organik ¢ozucul kalintisi vicutta toksik etki yaratma riskine sahiptir.
2.1.2. ipek fibroin hidrojeller

Hidrojeller, sulu ¢ozeltilerde ¢ozunmeyen ve sisme islemi boyunca fiziksel olarak
stabil kalabilen, U¢ boyutlu polimer aglaridir. Hidrojeller hicrelerin ve sitokinlerin
dagitiimasi acisindan oldukca énemli avantajlara sahiptirler. ipek fibroin hidrojeller,
ipek fibroin sulu ¢ozeltisinin B-kristalin tabakaya geciriimesiyle elde edilirler (Kim,
Park ve ark. 2004). ipek fibroin ¢dzeltisinin pH’si jellesme oranini etkileyen dnemli

bir etkendir. Jellesme oranini etkileyen diger bir faktor ise ipek fibroin sulu
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cozeltisinin derisimi ve Ca*? iyon derisimidir. Fibroin sulu cozeltisinin derisimi,
sicakligi ve Ca*™ iyon derisiminin artmasi ve pHIn disiriilmesi ile ¢dzeltinin
jellesme suresi kisaltmaktadir. Ayni zamanda ipek fibroin ¢ozeltisinin derisimi,
sicakhgi, pH’si ve iyon derigsimi degigstirilerek hidrojelin por c¢aplari
ayarlanabilmektedir. Kontrol edilebilir degredasyon kinetikleri ve por c¢aplari
sayesinde fibroin hidrojeller doku muihendisligi arastirmalarinda yaygin olarak
kullaniimaktadir (Kim, Park ve ark. 2004).

2.1.3. ipek fibroin siingerler

Poroz sunger yapidaki doku iskeleleri, doku muhendisligi ¢alismalarinda gerek
hdcre tutunmasi, ¢cogalmasi ve gocu, gerekse de hucrelere besin ve oksijen
transfer etmesinde oldukga bliyiik avantajlar saglamaktadir. ipek fibroin siingerler
hem ipek fibroin sulu ¢dzeltisinden hem de gesitli organik ¢ozuculer kullanilarak
uretilebilmektedir. Genellikle slngerimsi yapilar Gretmek icin farkli porojenlerin
kullanilmasinin yani sira, gaz kopukleme ve liyofilizasyon gibi fabrikasyon
yontemleri de kullanilabilmektedir. Organik ¢ozucu bazli hazirlanan sungerlerde
tuz (sodyum klorur), seker veya cesitli porojenler kullanilir. Daha sonra ortamda
bulunan tuz ve porojenler yapidan farkli bir ¢ézicu kullanilarak cikartilir. Bu
yontemde sungerlerin porozitesi kullanilan porojenin veya tuzun partikil boyutuna

bagdli olarak degismektedir.

Taramali elektron mikroskopu (SEM) analiz sonuglari degerlendirildiginde su bazli
hazirlanan slngerler ¢dzlcu bazli hazirlanan stingerlere oranla daha fazla ylzey
purdzlulugune sahiptir. Ylzey puruzlilugunun sagladigi avantajla birlikte su bazli
hazirlanan fibroin sungerlere hucrelerin tutunmasi ¢ozucu bazh hazirlanan
sungerlere oranla daha fazla oldugu da kanitlanmigtir. Tum bu avantajlarin
yaninda su bazli fibroin singerler organik bazli hazirlanan sungerlere oranla daha
yuksek porozite ve mekanik mukavemet gdstermektedir. Slngerlerin enzimatik
degredasyonlari karsilastirildiginda yine su bazl hazirlanan fibroin sungerlerin

daha kisa surede degrede olduklari gézlenmigtir (Kim, Park ve ark. 2005).

Ug boyutlu fibroin slingerler sayisiz doku ve hiicrede c¢ahsiimistir. RGD ile
birlestirilmis fibroin singerler in-vitro da insan mezengimal kdk hlcreleriyle kultire
edildiklerinde osteojenik medyada hucre farklilagsmasi, hidroksiapatit birikimi ve

kemik dokunu olusumu goézlenmistir (Meinel, Karageorgiou ve ark. 2004). Diger bir
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calismada ise ratlarda yapilan deneylerde femur yaralanmalarinda iyilesmeyi

hizlandirici etki gosterdidi bildirilmigtir (Meinel, Fajardo ve ark. 2005).
2.1.4. ipek fibroin nanofiberler

Cap! bir mikron ve altindaki fiberler olarak tanimlanabilir. GlUnumuzde farkh
fabrikasyon teknikleri kullanilarak sentetik veya dogal polimerlerden uretimi
gerceklestirilebilmektedir (Ramakrishna 2005). Nanofiberler sahip olduklari yiksek
yuzey/hacim orani ve mekanik dayanim gibi Ozellikleri sayesinde basta

biyomedikal alan olmak Uzere pek ¢ok alanda kullaniimaktadir.

Yuksek ylzey/hacim orani ve nano Olgekteki gozenekli yapisi sayesinde
nanofiberlerden olusturulmus membranlarin filtrasyon igin kullaniimasi birgok
yenilik ve avantaj saglamaktadir. Bu yuzeyler hava, su ve gesitli sivilar igerisinden
1 mikrondan daha kuguk pargaciklarin filtrelenmesine olanak saglamaktadir.
Ozellikle elektroegirme yéntemiyle Uretilmis nanofiberlerden olusan membranlar
filtrasyon teknolojilerinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Park ve Park 2005;
Gopal, Kaur ve ark. 2006)

llag salim sistemlerinde nanofiberler, yiiksek yiikleme kapasiteleri ve poroz
yapilari sayesinde etken maddenin kontrollU salimini gerceklestirmektedir.
Kontrolli salim mekanizmasi nanofiberlerin poroz yapisinin ayarlanmasiyla

gerceklestiriimektedir (Zeng, Xu ve ark. 2003).

Damar doku muhendisligi calismalarinda, elektroegirme teknigi ile elde edilen ipek
fibroin nanofiberlerden olusturulmus doku iskeleleri kullaniimis ve damarda
bulunan damar endotel ve diuz kas hucrelerinin ipek fibroin nanofiberlere iyi
oranlarda yapistigi ve c¢ogaldigi go6zlenmistir. Damar doku muhendislignde
kargilagilan en buyudk sorunlardan biri olan dokunun gelisimi sirasinda endotel
hicrelerinin damar limenine zayif baglanmasi ve kiglik ¢apli damarlarda trombus
olugsumudur. Liu ve ark. yapmis oldugu ¢alismada sulfatlanmis nanaofiber iskeleler
antikoagulan o6zellikleri sayesinde kuguk c¢aph damarlarda hem trombus
olusumunu engelledigi hemde endotel hucrelerinin damar lUmenine daha iyi

tutunma sagladiklari gozlenmistir (Zhang, Baughman ve ark. 2008; Liu. H. 2011).

Kikirdak doku muhendisligi uygulamalari icin yurutilen calismalarda ipek fibroin

bazli film, sunger ve fiber formatinda malzemeler kullaniimig ve kondrosit
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hdcrelerinde tutunma ve ¢cogalma saglanmistir. Ayrica ipek fibroin bazli iskelelerin
mezensimal kdk hicrelerinde kondrojenezisi sagladigi da goérilmustir (Wang, Kim
ve ark. 2005; Wang, Blasioli ve ark. 2006).

Kemik doku muhendisliginde ipek fibroin bazli nanofiber iskeleler hazirlanarak
kemik iligi stromal hucrelerinde in-vitro olarak kultire edilmis ve bu hucrelerin
tutunma, yayllma ve ¢ogalmasini destekledigi gozlemlenmistir (Jin, Chen ve ark.
2004). Yapilan bir calismada kemik morfojenik proteini (BMP-2) ve hidroksiapatit
(HA) iceren ipek fibroin nanofiberler kullanilarak kemik iligi kdkenli mezensimal kdk
hacreleri statik kosullarda kultire edilmiglerdir. Kemik morfojenik proteini ve
hidroksiapatit iceren kudlturlerde kalsiyum birikiminin — arttigir  ve kemik

formasyonunun olustugu gérulmustar (Li, Vepari ve ark. 2006).

Son doénemdeki tendon doku muhendisligi ¢alismalari mikro ve nano boyuttaki
hibrid iskelelere yonelmistir. Sahoo ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada fibroblast
bayume faktoru (bFGF) salan poli(laktik-co-glikolik asit) (PLGA) nanofiberlerin
mekanik destedini ve degredasyon sdresini arttirmasi amaciyla PLGA
nanofiberlerin arasina ipek fibroin mikrofiberler o6rilerek hibrid iskeleler elde
edilmigtir. Hibrid iskelelere ekilen mezensimal progenitor kok hicrelerin bu
iskelelere tutunmasinin ve ¢ogalmasinin yani sira tenojenik farklilasmayi sagladigi
da gorulmustir (Sahoo, Toh ve ark. 2010).

Deri doku muhendisliginde kullanilacak olan biyomalzemeler, yara iyilesme
suresince yaray! dis etkilerden ve mikroorganizmalardan korurken yara bolgesine
oksijen gecirgenligini de saglayabilmelidir. ipek fibroin nanofiberler yara
bolgesinde iyi derecede bakteriyel koruma saglarken insan derisine yakin oksijen
gegirgenlige sahiptir. Bu 6zellikleri sayesinde fibroin nanofiberler yara bolgesi igin

oldukga uygun biyomalzemelerdir (Wharram, Zhang ve ark. 2010).
2.1.5. ipek fibroin bazli biyomalzemelerin bozunmasi

Biyomalzemelerin in-vivo ortamdaki degredasyonlari son ddnemdeki doku
muhendisligi arastirmalarinin gogunlugunu olusturmaktadir. Bir doku iskelesinin
gOrevi, hicrelerin gogalmasi ve gelismesi sirasinda kendisine hicreler tarafindan
uygulanan kuvveti kaldirmaktir. lyi bir doku iskelesi, hiicrelerin ¢ogalmasi ve

farkhlasmasi asamasinda hucrelerin uyguladigi kuvveti kaldirmasinin yani sira
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hacreler gelisimlerini devam ettirirken kultir ortamindan es zamanl olarak yok
olmalidir. Eger yeni doku olugurken iskele hizli bir sekilde pargalanirsa, kullanilan
iskele yeni olusan dokunun kuvvetini kaldiramayacak ve doku geligimini
durduracaktir. Bunun tam tersi doku iskelesinin parcalanmasi yavas
gergeklesiyorsa dokunun tasimasi gereken yuku iskele tagiyacagindan dokunun
gelisimi sekteye ugrayacaktir (Laurencin ve Nair 2008). ipek fibroin fiberlerin in-
vivo ortamda iki aylik implantasyon sureleri boyunca mekanik 6zelliklerinin %50
den fazlasini koruduklar i¢in United States Pharmacopeia tarafindan degrede

olmayan biyomalzeme olarak ilan edilmistir (Horan, Antle ve ark. 2005).

Poli(laktik asit) (PLA), poli(glikolik asit) (PGA) ve poli(laktik-co-glikolik asit) (PLGA)
gibi polimerlerin degredasyonu poliester yapisinin hidrolizi sonucunda gergeklesir.
Bu tip polimerlerin degredasyonlarinin kontroli farkli oranlarda polimerlerin
karistirlmasi veya molekul agirliklarinin degistirilmesi ile saglanmaktadir. Ancak
bu polimerlerin in-vivo degredasyonlarinin bazi dezavantajlari vardir. Birincisi; bu
tip polimerler metalloproteinazlar (MMPs) gibi enzimlerle sinirli degredasyon
gbsterirler. ikincisi ise PLA gibi sentetik polimerlerin degredasyon Uriinleri ortamin
pH’sini dusurerek inflamasyona sebep olur. Bozunma Urlnlerinin de toksik 6zellik

gostermemesi kullanilacak malzemede aranan baslica 6zelliklerden biridir.

Kollajen ve ipek gibi dogdal polimerler ise proteazlarin aktiviteleriyle degrede
olurlar. Kollajenin degredasyon orani c¢apraz baglayici oranin degistiriimesiyle
ayarlanabilir. ipek gibi dogal polimerlerin sentetik polimerlere avantaji
degredasyon driinlerinin amino asit ve peptitler olmasidir. Ipek fibroinin
degredasyon orani kristal yapisina ve implante edildigi bodlgenin biyolojik
dzelliklerine baghdir. ipek fibroin viicuda implante edildiginde dogal yollarla &-
chymotrypsin, kollajenaz ve gesitli tip proteazlarla parcalanir (Arai, Freddi ve ark.
2004; Fuchs, Motta ve ark. 2006). Pargalanma hizi, yigin malzemelerde sekonder
yap! olan B-tabaka kristalin yapisina bagldir. Pargalanma suresinin ayarlanmasi
ancak silk I’ den silk I’ ye gecisin iyi ayarlanmasiyla saglanabilmektedir

(Lawrence, Wharram ve ark. 2010).
2.1.6. Yuzey modifikasyonlari

Yapilan birgok c¢alisma gostermistir ki biyomalzemelere yapilan ylzey

modifikasyonlari hicrelerin tutunmalarini, gogalmalarini ve farklilagsmalarini blyuk
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Olcude etkilemektedir. Doku iskelesinin yuzey kimyasi malzemenin tipine, yani
dogal ya da sentetik polimer olmasina goére degismektedir. Malzeme yuzeyinin
kimyasal Ozellikleri; yapisma ve yayillma gibi hdcresel aktiviteleri duzenleyen,
biyolojik molekiillerin adsorbsiyonunu etkileyen onemli bir etkendir. Ozellikle
integrin taniyici bdlgeler olarak bilinen Arjinin-Glisin-Aspartik asit (RGD) serileri
kullanilarak yapilan modifikasyonlar hicrelerin ilk asamada tutunmalarini énemli
derecede arttirmaktadir. Ayni zamanda biyomalzemelere, vicut igerisinde
retikiloendotelyal sistem (RES) tarafindan taninmasini zorlastirmak amaciyla
PEG (polietilen glikol) ile kaplama yapilarak yuzeylerin hidrofilikligi arttiriimistir.
Bunun yaninda yine hicre tutunmasini ve farklilasmasini arttirmak igin ytzeylere
BMP-2, FGF, EGF gibi buyime faktérlerinin immobilizasyonlari da yapilmaktadir.
ipek fibroin proteini, sahip oldugu aminoasit iceriginden dolayl, basta fiziksel
adsorpsiyon ve ligandlarin kimyasal immobilizasyonu olmak Gzere pek ¢ok ylzey
modifikasyonuna olanak saglar. Bu da ipek fibroin proteinini diger
biyomalzemelerden ayiran onemli bir Ozelliktir (Vepari ve Kaplan 2007). Bu

nedenlerle ipek fibroin proteini biyomedikal uygulamalar i¢cin 6nemli bir materyaldir.
2.2. Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, hucresel, fizyolojik ve biyokimyasal bir dizi olayin butunlegsmesi
sonucu ortaya ¢ikan kompleks bir olaydir. Yaranin akut veya kronik olmasi, yara
lezyonunun genisligi, enfeksiyon ve derinliginin yani sira, hastanin yasi, beslenme
durumu, sistemik hastaliklari ve bireye 6zglu tedavi durumu gibi faktorler iyilesme
prosesini karmasik hale getirir. Yara iyilesmesi birbirini izleyen ve kismen i¢ ige
girmis donemlerden olusan dinamik ve kompleks bir prosestir. Bazi durumlarda
yara kendiliginden iyilesebildigi gibi bazen de; mikroorganizmalar, vendz basing
yuksekligi, diyabet, atar damar darlidi, neoplazi, radyasyon, fiziksel ve kimyasal
faktorler iyilesme de sorunlar olusturur ve iyilesmeyi engeller. Yara iyilesmesi

basamaklarina gegmeden 6nce derinin yapisinin bilinmesi énemlidir.

Deri, morfolojik olarak incelendiginde epidermis ve dermis olmak Uzere iki ana
katmandan olusur. Epidermis, yuksek gecirgenlige sahip, vucudu disaridan
gelebilecek tehlikelere karsi koruyan ve su kaybini kontrol eden bir bariyer
niteligindedir. Dermis ise gogunlukla bag doku hucreleri ve ekstraseluler matriks

(ECM) elemanlarindan olusur. Bu elemanlarin basinda da deriye esneklik ve
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mekanik kuvvet saglayan kollajen ve elastin fiberler gelmektedir. Ayrica deriyi
besleyen kan damarlari ve sinir aglari da dermis tabakasinda bulunur. Sekil 2.6’

da derinin yapisi ayrintili olarak gorulmektedir (Zhong, Zhang ve ark. 2010).

Epidermis

Dermis

Kil Folikal

Hipodermis

Sinirler

) Kan Damarlari
Ter Bezi

Sekil 2.6 Derinin yapisi (Metcalfe ve Ferguson 2007)

Fibroblastlar dermis tabaksinda en ¢ok gortlen hucre tipidir. Bu hicreler 6zellikle
yara iyilesmesinde oOnemli rol oynayan proteaz ve kolajenaz gibi enzimleri

uretebilme kabiliyetine sahiptirler.

Deri, dig dunyadan gelebilecek tehditlere kargi bir bariyer niteliginde oldugundan,
bu islev yanik ya da kronik Ulserler araciligiyla ortadan kalktiginda, hastalar
bakteriyel enfeksiyon riski altina girmektedirler. Genis deri kaybi meydana gelen
yaralarda, bakteriyel enfeksiyon olumle sonuglanabilmektedir (Metcalfe ve
Ferguson 2007).

2.2.1. Yara iyilesme basamaklari

Yara iyilesmesi, igerisinde ¢ok fazla fizikokimyasal parametreler igceren oldukca
karmasik biyolojik bir prosestir. Bunlar; hemostazis ve inflamasyon, go¢ ve
¢ogalma ve olgunlasma basamaklaridir. Bu proses ana hatlariyla Sekil 2.7°'de

Ozetlenmigtir.
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Birinci basamak, yaklasik olarak 72 saat surmekte olup bu sure igerisinde kan
pihtilasma sistemi aktive edilmekte ve trombositlerden cesitli aracilarin trombosit
tabanh bliyume faktéri (PDGF), trombosit aktivasyon faktort (PAF), tromboksan,
serotonin, adrenalin ve tamamlayici faktorler salimi saglanmaktadir. Yara
olusumundan sonraki ilk gunden itibaren maksimum 14 gun sliren gb¢ ve
proliferatif (cogalma) basamakta, ylksek derecede vaskulerizasyon olusur. Bu
sirada, lokositlere ek olarak histositler, fibrositler, fibroblastlar, plazma htcreleri,
mast hdcreleri, anjioblastlar ve miyofibroblastlar lezyon alanina tasinir. Endotel
hicrelerine tutunan aktive edilmis |0kositler ve mast hicrelerinden salinan
bradikinin sonucunda vaskuler girigskenlik artar ve yuksek molekuler agirliktaki
maddeler (albumin, fibrinojen) htcre disi bosluga yayilir. Bunlarin sonucunda
0dem olusur. Dokuda meydana gelen sivi birikimi, fibrositlerin fibroblastlara
donUsimuidnin sonucunda olusur. Bu, hlcre proliferasyonunu baglatir ve
granulasyon dokusunun olusumunu hizlandirir. Bu dinamik doku degisikligi
epitelizasyon i¢in temeldir. Fibroblastlar, butun iyilesme islemi boyunca vyer
degistirir ve yara alanindaki kan pihtilarindan elde edilen aminoasitleri substrat

olarak kullanarak sayica gogalir.

Yara iyilesme periyodunun son safhasi olan onarim basamaginda, yeni bag doku
olusumu c¢ok O©nemlidir. Fibroblastlar kollojen fibrilleri sentezlemeye baglar
baslamaz mitotik aktivite durur. Ayrica kollojen fibriller olgunlagtikca yara
alanindaki hiicre yogunlugu ve vaskulerizasyon azalir. Bu sirada yara izi olugsmaya
baslar. lyilesmenin bu safhasinda hiicre disi matriksin biiyiik cogunlugunu
olusturan fibronektin, hem kolojen yuklemesi hem de fibroblastlarin yerlesmesiyle

belirlenir.

Gunumuzde yaralarin hizli ve kozmetik iyilesmesini saglamak igin ¢ok cesitli yara
ortuleri kullanilmaktadir. Yara iyilesme sureci ilag tedavisiyle birlikte uygun yara
Ortulerinin kullanimina baghidir. Yara Ortuleri, yara bolgesini enfeksiyona ve
mikroorganizmalara karg! korumakta, ayni zamanda yara bdlgesindeki kan ve yara
sivisini absorblayarak yara iyilesmesini hizlandirmaktadir. Yara ortlleri; yaranin
Ozelliklerine goére film, kdpuk, hidrojel, fiber, hidrokolloid, alginatlar, antibakteriyel
gibi bircok forma ve 0Ozellikte Uretilmektedir. Ayrica guinimuzde deri yapisina
esdeger biyolojik yara ortuleri de mevcuttur. Asagida bu alanda kullanilan yara

ortllerinden bahsedilecektir.

17



Sekil 2.7 Yara iyilesme basamaklari a) Hemostazis ve inflamasyon (kilcal
damarlarin artmasi, nétrofil ve fibroblast hicrelerinin yara bdlgesine nufuz etmesi),
b) Epitel hdcrelerinin yara bdlgesine invazyonu, c) Epitel hicrelerinin yarayi
tamamen kaplamasi, d) Yaranin erken evresinde ortaya g¢ikan kilcal damarlarin ve
fibroblast hlcrelerinin yara bdlgesinden uzaklagsmasi (Zahedi, Rezaeian ve ark.
2010).

2.2.2. Yara ortileri

Bazi durumlarda yara kendiliginden iyilesebildigi gibi bazen de; mikroorganizmalar,
vendz basing yuksekligi, diyabet, atar damar darli§i, neoplazi, radyasyon, fiziksel
ve kimyasal faktorler iyilesmeyi engeller. Béyle durumlarda yara ylzeyi uygun bir
yara ortusu ile kapatilarak bir taraftan yaranin nemli tutulmasi saglanirken diger
taraftan dokunun dis etkenlerden korunmasi gerekir. Yapisina ve kompozisyonuna
bagh olarak yara ortuleri; yara bolgesinde olusan eksudanin kotu kokusunu ve
enfeksiyon kapmasini onler, agriyi azaltir, yarayr nemli tutarak granulasyon
dokusunun olugsumunu ve epitelizasyon iglemini hizlandirir. Gunumuizde
klinikgilerin yaygin olarak kabul ettigi yara bolgesinin nemli tutulmasinin yara
iyilesme suresini % 50 hizlandirdi§i gercegidir. Geleneksel yara 6rti materyalleri
“pasif yara Ortlleri” olarak adlandirilirlar. Bunlar pamuk, dogal ya da sentetik
bandajlar ve gazli bezlerdir. Bu malzemeler yaraya nemli bir ortam saglamadiklari
icin Ozellikle kronik yara ve vyaniklarda yerlerini modern o6rti materyallerine

birakmiglardir. Modern yara ortuleri materyalin tlrtne (hidrokolloid, aljinat, hidrojel)
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ve fiziksel formlarina (film, kopuk) gore alt bolumlere 6zellesmektedirler. Modern
orti materyallerinin en buyuk o6zellikleri ise yarayr nemli tutarak iyilesmeyi
hizlandirmasidir. Genel olarak, baslica kullanilan yara ve yanik ortuU materyalleri

asagida siniflandiniimistir.
2.2.2.1. Pasif yara ortiileri

Gauze: Gauze bandaj, tlbuler bandaj ve stinger seklinde cesitli morfolojilerde
uretilebilmektedir. Bu tip yara Ortisu, yaraya vyapistidindan yuzeyden
kaldirildiginda yeni olusan dokulara zarar vermektedir. Bu ylzden kullanimi

sadece kuguk yaralarla sinirlidir (Multisorb).

Til: Kaygan gauze olarak da tanimlanmaktadir. Jel yapisi sayesinde kaygandir ve
yara bolgesine yapismaz. Derin olmayan kuguk yaralar icin uygundur. Kuguk

yaralarda olusan eksudalari emebilme kapasitesine sahiptir (Jelonet).
2.2.2.2. interaktif yara ortiileri

Yari gecirgen filmler: Yari gecirgen filmler yara bolgesine havayla tasinan
bakterilerin gegmesini engellerken epitelizasyon igin gerekli oksijen gegirimine de
olanak saglamaktadir. Yari gecirgen transparan polilretan membranlar derin

olmayan ve dustk eksldaya sahip yaralar icin uygundur (Tegaderm).

Yari gegirgen koplikler: Yari gecirgen kopukler yiksek absorpsiyon kapasitesine
sahip gozenekli yapilardir. Yumusak, hucre tutunmasina agik, hidrofobik, 6-8 mm
kalinhgindaki poliiretan kopukler, mekanik olarak ylksek dayanim ve esneklige
sahiptirler. Yuksek ekstdanin olustugu yaralarda kullanilirlar. Dagslk eksudali

yaralarda kullanildiklarina yara boélgesinde kuruluga neden olurlar (Allevyn).

Amorf hidrojeller: Hidrojeller, blyidk bir ylizdesini suyun olusturdugu hidrofilik
polimerlerin G¢ boyutlu aglari olarak tanimlanir. Amorf hidrojeller ¢apraz
baglanmamig hidrojellerdir. Bu tip yara orti malzemeleri nekrotik yaralarda ve
kabuklu yara yataklarinda ortamda kaybolan nemi yeniden saglamak amaciyla ve
OlU dokulari ortamdan uzaklastirmak igin kullanilirlar. YUksek eksudali yaralar igin

uygun degildirler (Intrasite).
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2.2.2.3. Biyoaktif yara ortuleri

Hidrokolloidler: Hidrokolloid yara ortuleri genellikle bir matriks icerisinde
¢6zUlmus hidrofilik polimer taneciklerinden olusur. Kati haldeki yari gegirgen
poliiretan filmler, hidroaktif olarak karboksimetil sellloz igerirler ve ekstdayi
emdiklerinde jel formuna donudgurler. Hidrokolloid yara ortu malzemeleri dusuk
veya yuksek eksudall yaralarda, kabuklu ve granulli yaralarda kullanilabilirler
(DouDERM).

Aljinatlar: Aljinat lifleri iyon degisimi 6zelligine sahiptir. Yara bolgesindeki eksuda
ile temas ettiginde aljinattaki kalsiyum iyonlari vucut sivisindaki sodyum iyonlariyla
yer degistirmektedir. Bu iyon degisimi sonrasinda lifler siser ve yara boélgesinde jel
olusturur. EksUdali yaralar igin oldukga uygundurlar. Kabuklu yaralardaki yara
bdlgesindeki yabanci maddelerin disa atilmasinda oldukga etkilidirler. Dusuk
eksudali yaralarda kuruluga sebep oldugundan kullanimi uygun degildir. Kullanim

esnasinda yara Ortusu gunluk olarak degistirilmelidir (Kaltostat).

Kollajenler: Yara oOrtu malzemesi olarak kollajenin kullanimi, ped, jel veya
partikller seklinde olabilmektedir. Bilindigi Uzere kollajen yara yataginda yeni
olusan dokulari desteklemekte ve ortamdaki eksldayl absorplayarak ortamin

nemini ayarlamaktadir.

Hidrofiberler: Karboksisellilozdan yapilmis, hidrofiberler ped veya bant seklinde
kullanilabilmektedir. Ortamdaki eksudayr absorblamada ve nem dengesini

saglamada oldukga etkilidirler (Aquacel) (Zahedi, Rezaeian ve ark. 2010).
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Sekil 2.8 Yara 6rtisu malzemeleri; a) gauze, b) til, c) polilretan membran,
d) politretan kdpuk, e) hidrojel, f) hidrokolloid, g) aljinat, h) kollajen, i) hidrofiber

2.2.2.4. Antimikrobiyal yara ortiileri

Yara bolgesinde gelisen enfeksiyon iyilesmeyi son derece karmasik bir surece
sokmaktadir. Enfeksiyon, vicut savunmasini yenen patojenlerin olusturdugu bir
cesit kontaminasyondur. Bakteriler, yara bdlgesine disardan, kan yoluyla veya
ameliyathane sartlarindan gelirler. Bir gram dokuda 100 000’den fazla bakteri
varsa yarada enfeksiyon ihtimali % 50’dir. Enfeksiyon yara iyilesmesinde ciddi
gecikmelere neden olur. Bakteriler kollajenaz Ureterek yara direncini azaltir.
Enfekte yaralarda fibroblastik aktivite azalir. Geleneksel yara ortuleri bakteriyel
enfeksiyonlara karsi koruyucu bir 6zellik gdéstermediginden yara bolgesini bakteri
ve mantar enfeksiyonlarina kargi savunmasiz birakir. Bu dezavantajlardan
kurtulmak igin yeni geligtirilen yara orti malzemelerinde, yaraya yapismayan,
iyilesme periyodu boyunca yaraylr mikroorganizmalardan koruyan malzemeler
gelistiriimigtir (Rigby, Anand ve ark. 1997; Rajendran ve Anand 2002).

Yiksek dozda sistemik olarak kullanilan antibiyotiklerin toksik etkilerini azaltmak

icin  bazi antibiyotikler yara ortlleri icine katllarak enfekte yaralara
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uygulanmaktadir. Ornegin; gentamisin kollajen siingerlerde (Rutten ve Nijhuis
1997), ofloksasin silikon jel tabakalarda (Sawada, Ara ve ark. 1990) ve minosiklin
kitosan film ortllerle yaralara uygulanmaktadir (Rutten ve Nijhuis 1997). Yeni yara
Ortulerinde fibrin diskler araciligiyla tetrasiklin ve laktik asit bazli ofloksasin salimi
ile Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus’un si¢anlardaki yaralarda
¢ogalmasi inhibe edilmistir (Sawada, Ohkubo ve ark. 1994). Yaniklara bagli
yuzeyel yaralarda antimikrobiyal salimi yapan silikon jel tabakalari kullaniminin
epitelizasyona katkida bulundugu Sawada ve g¢alisma arkadaglari tarafindan tespit
edilmistir (Sawada, Ara ve ark. 1990). Minosiklin iceren kitosan-politretan film
Ortlleri ise bazi yanik yaralarinda yararli etkiler gostermistir (Aoyagi, Onishi ve ark.
2007). Yara ortulerinde kullanilan antibiyotiklerin dokuyla uyumlu olmasi,
bakteriyel direng gelisiminin disuk olmasi ve ilag acgisindan daha az takip

edilebilme sansi1 bakimindan avantajlari vardir.

Klorhekzidin, iyot, gimus gibi antiseptik maddeleri igceren antibakteriyel 6zellikli
yara ortuleri de yaygin olarak yara tedavisinde kullanilmakta ve enfeksiyon kontrol
altina alinmaktadir. Gumus emdiriimis modern yara Oortuleri fibréz hidrokolloid,

politretan kopuk film ve silikon jel seklinde kullaniimaktadir.

Son vyillardaki galismalar gumus nanopartikiller igeren yara Ortuleri Uzerine
yogunlagsmigtir. GUmus nanopartikiller, 1’den 100 nm’ye kadar degisebilen
caplarda olusturulabilen gumus atomlari toplulugudur. Gimuas nanopartikiller UV-
gorunur bolgede, katalitik, optik ve biyosensor ozellikleriyle son donemde ilgi
ceken  malzemelerdir.  Antimikrobiyal 06zelligi sayesinde atik  sularin
arindirilmasinda, kisisel bakim Urlnlerinde, medikal malzemelerde yaygin olarak
kullaniimaktadir. GUmus nanopartiklllerin bakterisit etkisi gimus iyonlarinin
elektron transfer zincirine dahil olmalart ve bakterilerde DNA hasar ile
aciklanmaktadir. Ancak bilindigi Uzere gumus nanopartikiller reaktif oksijen
tirevlerinin olusumuna sebep olmaktadir. Bu reaktif oksijen turevleri gimuis
nanopartikilere antimikrobiyal 6zellikler kazandirmakta birlikte canlilar Gzerinde de
toksik etki gostermektedir (Blaker, Nazhat ve ark. 2004; Ahamed, Karns ve ark.
2008; Maneerung, Tokura ve ark. 2008; Park, Neigh ve ark. 2011).

Son yillarda yara ortllerinde gimusun hicreler Uzerindeki toksik etkilerini elimine

etmek ve ayni zamanda antibakteriyel 6zellikler kazandirmak igin antibakteriyel
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Ozellik goOsteren polimerlerin kullanimi yayginlagmistir. Bolum 2.2.2.5'de bu

polimerlerden bahsedilecektir.

Cizelge 2.1 Antimikrobiyal yara értuleri

Yara o6rti
malzemesinin adi Antimikrobiyal Yara ortii formati Kurulug
icerik

Acticoat absorbent | iyonik glimis Kalsiyum aljinat Smith & Nephew,
Inc, Largo, FL, USA

Actisorb Silver 220 iyonik glimus GUms icerikli 6rtu Johnson and
Johnson Wound
Management

Arglaes iyonik glimiis Transparan Orti veya toz Somerville, NJ, USA

Aquacel AG iyonik glimiis Hidrofiber Medline Industries,
Inc, Mundelein, IL,
USA

Contreet H iyonik giimiis Hidrokolloid Convatec, Skillman,
NJ, USA

Contreet F iyonik glimiis Koépuk Coloplast Corp,
Marietta, GA, USA

lodosorb Molekiler iyodin Jel HealthPoint Ltd, Ft.
Worth, TX, USA

Silvasorb iyonik glimis Hidrojel tabaka veya amorf | Medline Industries,

Antimicrobial jel Inc, Mundelein, IL,
USA

Silver Dressing Hidrojel tabaka veya amorf

jel

Kerlix AMD Gauze PHMB Gauze Tyco
Healthcare/Kendall,
Mansfield, MA,
USA

2.2.2.5. Yaraiyilesmesinde kullanilan bazi polimerler

Yara iyilesmesinde kullanilacak polimerler biyomalzemeler agisindan oldukga
onem tagimaktadir. Hidroilitik olarak kararsiz olan alifatik poliester sinifinda yer
alan poli(glikolik asit) (PGA), poli(laktik asit) (PLA) ve poli(laktik-co-glikolik asit)
(PLGA) gibi polimerler cerrahi implantlar, kemik gimentosu, yeniden emilebilir dikis
malzemesi ve kontrolli salim sistemlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak
bu malzemeler, degrede olabilme ve yUksek biyouyumluluga sahip olmalarina
ragmen degredasyon urunlerinin kullanilan bodlgeyi asidik hale getirmesi, bu

siniftaki malzemelerin yara iyilesmesindeki kullanimlarini kisitlamaktadir.
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Dogal bir polimer olan kitosan, polisakkarit iskelesinde heparin benzeri glukozamin
ve N-asetilglukozamin gruplari igcermektedir. Kitosan ihtiva ettigi bu gruplar
sayesinde trombojenik ara yollar vasitasiyla yara bdlgesine hucre gdglerini
uyararak, yara iyilesme suresini kisalttigi gorulmustur. Ancak asidik yara bolgesine
konulan kitosan biyomalzemeler icerdikleri amin gruplar yuzinden ¢ozunurluk
problemi yasarlar ve mekanik dayanimlarinin blyuk bolimuand kaybederler. Ortaya
cikan bu problem, kitosanin farkli polimerle kopolimerizasyonu ile asilabilmektedir.
Tum bu nedenlerden dolayl yara bdlgesi igin en uygun malzemeler kitosan
disindaki protein bazli, dogal yapili biyopolimerlerdir (Wharram, Zhang ve ark.
2010).

ipek fibroin ile yapilan calismalar incelendiginde, ipek fibroin filmler islak
haldeyken tipki insan derisi gibi ylksek oksijen gecirgenligine sahiptir (Lu, Wang
ve ark. 2009). Bu 0zelligi sayesinde fibroin filmler deri doku muhendisliginde,
yaranin iyilesme  periyodu  slresince  yarayi dis  etkilerden ve
mikroorganizmalardan koruma amagli bir biyomalzeme olarak kullanima uygundur.
Yara iyilesmelerinde Uzerinde durulan dnemli noktalardan digeri de olusacak yeni
dokuda kan damarlarinin  olusumudur. Ratlarda  neovaskularizasyon
incelendiginde gobzenekli ipek fibroin filmler dermise yerlegtirildikten 24 saat
sonunda damar olusumu incelendiginde, gozenekli ipek flimler ile subkutan doku
arasinda kan damarlarinin olusumu goézlenmistir. 5. Gunidn sonunda gdzenekli
ipek filmlerde az sayida kilcal damar olugsumu, 23 gunun sonunda ise kilcal
damarlarin ve kan damarlarin ytzdesinin normal deri dokusuyla ayni seviyeye
geldigi gdézlenmistir. Bu sonug poréz ipek filmlerin damar olusumunu engellemedigi
aksine tegvik ettigini gdstermektedir. Goéruldugu gibi gerek deri doku
muhendisliginde gerekse yara iyilesmesi uygulamalarinda ipek filmler oldukcga

uygun biyomalzemelerdir (Guan, Bai ve ark. 2009).

Schneider ve arkadaslari, yara iyilesmelerinde kullaniimak Uzere epidermal
blaylime faktort (Epidermal Growth Factor, EGF) yuklu elektroegrilmis nano fibréz
ipek fibroin membran dretmislerdir. EGF blyume faktérinin nanofiberlerden
kontrolli salimi ile yara bolgesinde epitelizasyonunu hizlandirdigini izlemislerdir
(Schneider, Wang ve ark. 2009). Diger bir calismada Rho ve arkadaslari doku
iskelesi olarak elektroedirme yontemiyle kolajen (tip 1) nanofiber membranlar

uretmigler ve membranlarin yapisal kararlihgini saglamak igin glutaraldehit buhari
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kullanmiglardir. Bdylece mekanik olarak daha stabil doku iskeleleri elde edilmistir.
Membranlarin  hucrelerle etkilesimlerini incelediklerinde insan keratinosit
hicrelerinin membranlara yapistigini ve yayildiklarini gézlemlemislerdir (Rho,
Jeong ve ark. 2006).

Antibakteriyel polimerler incelendiginde polietilenimin (PEI), basta gen terapisi
uygulamalarinda gen tasiyici polimerik sistemler (Jeon, Yang ve ark. 2008; Shen,
Deng ve ark. 2009; Fortune, Novobrantseva ve ark. 2011) olmak Uzere, dental
kompozitlerde (Beyth, Yudovin-Farber ve ark. 2006), protein tasima sistemlerinde
(Zhang, Kucharski ve ark. 2010), filtrasyon teknolojisinde (Fang, Xiao ve ark.
2011) ve doku iskelelerinde (Khanam, Mikoryak ve ark. 2007) yaygin sekilde
kullanilan polikatyonik bir polimerdir. Bu polimerin etkili antibakteriyel o6zelligi
Klibanov ve arkadaslar tarafindan pek ¢ok calisma ile rapor edilmigstir (Tiller, Liao
ve ark. 2001; Lin, Qiu ve ark. 2002; Milovi , Wang ve ark. 2005; Wong, Li ve ark.
2010). Bu galismalarda, PEIl immobilize edilmis ylzeyler gram (+) Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis ve gram (-) Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli gibi bakterilere kargi yUksek bir antibakteriyel etkinlik
sergilemiglerdir. PEI zincirleri immobilize edilmis ylzeyler bu bakterilere karsi test
edildiginde uygulanan bakterilerin yaklasik % 98’nin 6ldugu tespit edilmigstir. PEI bu
Ozelligi guglu antibakteriyel etkisi sayesinde antimikrobiyal yara oOrtulerinin

geligtirimesinde son derece cazip bir polimerdir. PEI'nin yapisi Sekil 2.9'da

verilmigtir.
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Diz zincir polietilenimin (PEI) Dallanmis polietilenimin (PEI)

Sekil 2.9 Polietileniminin yapisi (a) Duz zincir PEI, (b) Dallanmis PEI
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Bu calisma kapsaminda yukarida bahsedilen o6zellikleri nedeniyle ipek fibroni
hazirlanacak biyonanotekstillerde temel malzeme olarak secilmis olup, ayni
zamanda antibakteriyel ve biyuyumluluk 6zelliklerinde dolayr PEI'nin fibroin
yapilara eklenerek kompozit malzemelerin yara ortust modeli olarak hazirlanmasi

planlanmigtir.

lyi bir yara oérti malzemesi, antimikrobiyal 6zellige sahip, yiiksek absorpsiyon
kapasitesi goOsteren, toksik madde igcermeyen, oksijen gegirgenligi yuksek ve

yeterli mekanik dayanimi kaldiracak gugte olmalidir.

Son vyillarda nanoteknolojide Uretim metodlarinin  sadladi§i avantajlar ile
nanoboyutta topografiye ya da nanoyapili nesil yara ortuleri geligtiriimeye
bagslanmastir. Gimus nanopartikuller iceren yara oOrtlleri bunlara en iyi drnektir. Bu
kapsamda nanoegirme yontemi ile elde edilen nanofiber yapiya sahip medikal
tekstiller (6rgull veya degil) oldukga yayginlasmistir. Clnkl nanofiberlerin yara

bdlgesinde sagladigi bazi avantajlar vardir:

» Nanofiberler, kiguk por gaplari ve etkili yizey alanlari sayesinde yara bolgesinde

ortadan kaybolmus destek elemani gorevi Ustlenirler.

« Sahip olduklari yuksek yuzey/hacim oranlari sayesinde ortamdaki eksudayi

absorbe etme yetenegine sahiptirler.
* Yari gegirgen ozellikleri sayesinde ortama oksijenin gegmesine olanak saglarlar.

« Sahip olduklar kigluk por caplari sayesinde yara bolgesine bakteri gegmesini

engelleyerek yara bolgesini enfeksiyondan korurlar (Zahedi, Rezaeian et al. 2010).

Bu Ozellikleri ile nanofiberlerin yara ortust materyali olarak kullanimi son yillarda

onem kazanmigtir.
2.3. Elektroegirme Yontemi
2.3.1. Elektroegirme yonteminin tarihgesi

Elektroegirme ydnteminin tarihsel gelisimi incelenecek olursa ¢ok eski bir teknik
oldugu gorulecektir. Bu yontem ile ilgili ilk ¢galismalar 1600’lu yillarda baglamistir.
Elektroegirme yontemi William Gilbert'in manyetizma Uzerine calisirken elektro-

manyetizmanin sivilar Uzerine etkisini gozlemlemesiyle ortaya ¢ikmigtir. Gilbert
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calismasinda bir su damlasini elektriksel olarak kuru bir yluzeyden belli bir
mesafede, bir koni bigiminde c¢ekildigini kanitlamistir. 1934 vyilinda Anton
Formhalas, aseton/ alkol ¢ozelti karisiminda mikrometre ¢aplarinda selliloz asetat
fiberler Uretmeyi basarmigtir. Daha sonra 1969 yillinda Taylor tarafindan jet
olusumu ile ilgili galismalar yapilmaya baslanmigtir. Taylor, koni seklinde olan ve
igne ucunda elektrik alan sebebiyle olusan polimer damlasinin sekli ile ilgili
calismalar yapmistir. Bu vyillardan sonra polimer damlaciginin konik sekli
arastirmacilar tarafindan Taylor konisi olarak anilmaya baglanmigtir. Taylor konisi,
igne ucundaki polimer damlasinin elektriksel ¢ekim kuvvetinin yergekimi ve ylzey

alani kuvvetlerini yendigi anda olusur (Sill ve von Recum 2008).

Elektroegirme ydntemiyle Uretilen malzemelerin doku muahendisligi uygulamasi
olarak ilk kullanimi 1978 gergeklesmigtir. Bu ¢alismada Annis ve Bornat politretan
nanofiberleri vaskuiler protez olarak kullanmiglardir. 1990°IU yillarin baslarindan
itibaren  elektroegirme  teknolojisi biyomedikal alanda yaygin  olarak

kullaniimaktadir (Sill ve von Recum 2008).

< i

Yiksek Voltaj Yiksek Voltaj Yiiksek Voltaj

———> Kilcal Boru

—_— Polimer C&zeltisi

= Taylor Konisi

Yiikli Jet
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fij|) |I 'vl—) Nanofiberler
[J, LN

Sekil 2.10 Taylor konisi olusumu
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2.3.2. Elektroegirme sisteminin ozellikleri

Biyomalzeme amacli kullanilmak Uzere tek boyutlu nano yapilari tasarlamasi icin
cesitli teknikler kullaniimaktadir. Bu teknikler arasinda gizme, faz ayirma, self-
assembly, nano-kalip (Ramakrishna 2005), kimyasal buhar ¢oktirme (CVD) lazer
buharlagtirma (Rao ve Govindaraj 2005), eriyik puskurtme gibi yontemler
sayilabilir (Fedorova ve Pourdeyhimi 2007).

Ancak bu yodntemlerin bazi dezavantajlar mevcuttur. Bahsi gecen tekniklerde
kullanilan kimyasallar dogal kaynakli polimerlerin yapisina zarar vermektedir ve
birgok polimer igin uygun yontemler degillerdir. Tum bu yontemlere alternatif olarak
elektroegirme tekniginde 50 farkli polimerden, orilmemis ya da dogrusal yapida
nano ve mikrofiberler elde edilebilmistir (Zhang, Reagan ve ark. 2009).

Elektroegirme teknigi polimer ¢ozeltiden belirli bir elektrik alan altinda, kati ve
bosluklu igyapili, uzun boylarda, homojen ¢apta ve ¢esitli bilesimlerde nanofiber
uretimi saglayan bir yontemdir (Li ve Xia 2004). Elektroegirme fabrikasyon
tekniginde kapiler besleme Unitesinde bulunan polimer ¢ozeltisine yuksek voltaj
uyugulanir. Iglem sirasinda olusan elektrostatik kuvvetler, igne agzindaki
yercekimi ve yuzey gerilimi kuvvetlerini yendiginde sivi jet meydana gelir. Bu
elektriklenmis jet hizla uzayarak uzun ve ince ipliksi yapilar olusur. Sivi jetin
devamli uzamasi ve ¢b6zucunun buharlagmasi sonucunda iletken toplayicida fiber
¢apl mikrometre seviyesinden nanometre seviyesine kadar fiberler olusur (Min,
Lee ve ark. 2004; Kowalewski, NSKI ve ark. 2005).

Bu teknik birgok polimere uygulanabilmesi nedeniyle son dénemdeki doku
muhendisligi calismalarinda buyuk bir oneme sahip olmustur. Bu teknik ile
ordlmemis ag yapida (non-woven) ya da dogrusal (aligned) yapida nanoboyutta
fiberlerin Gretimi mUmkdnddr. Bununla birlikte olusturulan yuksek ylzey alani ve
poroziteye sahip nanotopografik ylzeyler, hicre disi matriksin (ECM) besin ve gaz
transferi, mekanik destek gibi kimyasal ve fiziksel fonksiyonlarini taklit edecek
dzelliktedir. Ozellikle 6rilmemis ag yapida (non-woven) olan fiberler hiicre disi
matriksteki kollajen ag yapisinin nanotopografisiyle benzerlik gosterir (Min, Lee ve
ark. 2004).
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Sistemdeki ¢ozelti 6zellikleri (molekuler agirlik ve vizkozite, yuzey gerilim kuvveti,
iletkenlik), islem parametreleri ( uygulanan voltaj, akis hizi, igne ile toplayici arasi
mesafe), cevre kosullari (sicaklik, nem, atmosfer cinsi, sicaklik) gibi degiskenlerin
optimize edilmesiyle basta doku muhendisligi uygulamalarinda kullaniimak Gzere
farkli  porozitelere ve degredasyon oranlarina sahip biyomalzemeler

uretilebilmekdir (Zhang, Reagan ve ark. 2009).

Bu tezde kullanilan deney dizenegdi Sekil 2.11’de sematik olarak verilmigtir. Deney
duzene@i genel olarak yuksek voltaj kaynagi, siringa pompasi, toplayici ve

pleksiglastan yapiimig kapali bir hicreden olugmaktadir.

Jet Olusumu

;}j}_ [

+

Siringa Pompasi

I I |7 '§ Nanofiber Olusumu

Yiikskek Voltaj Kaynagi

Sekil 2.11 Elektroegirme sistemi
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bombyx mori kozasi (Bursa Koza Birlik, Bursa)

Sodyum bikarbonat (NaHCOs3) - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)
Etanol (C,HsOH) - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)

Metanol (CH30OH) — Merck & Co, Inc. (Almanya)

Kalsiyum klortr (CaCl,) - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)
Formik asit - Merck & Co, Inc. (Almanya)

Piridin - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)

Klorosiulfonik asit (HSO3Cl) - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)
Sodyum hidroksit (NaOH) - Merck & Co, Inc. (Almanya)
Hidroklorik asit (HCI) - Merck & Co, Inc. (Almanya)
Poli(etilenimin) (PEI); Mw 750.000 %50 (w/v) suda

GUmus nitrat ( AgNO3) - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)
izopropanol - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)

Glutaraldehit (GA) - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)

Diyaliz membrani (12kDa) - Sigma & Aldrich, Inc. (Almanya)

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-2-5-difeniltetrazolyum bromit (MTT)-Sigma & Aldrich, Inc.

(A.B.D.)

Dulbecco’s MEM (BIOCHROM, Berlin)
PBS Dulbecco (BIOCHROM, Berlin)
Tripsin/EDTA (BIOCHROM, Berlin)

L-Glutamin (BIOCHROM, Berlin)
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Fetal Sigir Serumu (FBS) (BIOCHROM, Berlin)
Penisilin/Streptomisin (BIOCHROM, Berlin)

L929 Fibroblast Hucresi (Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanligi Sap Enstitisu
Muduarlagu)

Staphylococcus aureus ATCC (American Type Culture Collection) 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442

Triptic Soy Agar (TSA; Acumedia Manufactures Inc. Lansing, Michigan)

3.2. Yontem
3.2.1. Elektroegirme sisteminin kurulmasi

Bu calismada kullanilan elektoegirme sistemi el yapimi bir sistem olup, bir adet
yuksek voltaj kaynadi (Gamma High Voltage Research, Model ES40P-20W), bir
adet siringa pomaps! (NE-1000 Family of Programmable Syringe Pumbs, Model
NE-3000) ve toplayicidan olusmaktadir (Sekil 3.1). Sistemin topraklamasi igin bina
topraklama sistemi kullaniimig ve ylUksek voltaj kaynagi sehir sebekesinin akim
degisimlerinden etkilenmemesi icin kesintisiz gu¢ kaynagina baglanmigtir. Daha
sonra polimer ¢ozeltileri siringa igerisine konarak siringa pompasina yerlestirilmis
ve akisg hizi kullanillan polimerin derisimine gore ayarlanmistir. Yuksek voltaj
kaynaginin pozitif ucunun “+” enjektorin ucuna krokodil uglu kablo yardimiyla

“ o

baglantisi yapiimistir. Yuksek voltaj kaynaginin negatif ucu “-” ile toprak hattindan
gelen negatif ug toplayici plakaya baglanmigtir. Siringanin kapiler igne ucu ile
toplayici arasindaki uzaklik ayarlandiktan sonra igne ucuna yuksek voltaj
uygulanmigtir. igne ucundan gikan jet aliiminyum folyo (izerine rastgele dagiimis

nanofiberler gézlemlenmistir.
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Sekil 3.1 Elektroegirme sistemi; A) DUz plaka toplayici, B) Doner silindir toplayici

3.2.2. Nanofiberlerin Gretimi
3.2.2.1. pek fibroin sulu gézeltisinin hazirlanmasi

Bu calismada, Bursa Koza Birlik’'ten alinan Bombyx mori ipeginden elde edilen
fibroin proteini kullanilmigtir. Bu amagla, iglerinden bdcegi ¢ikariimis kozalar %0.5
(w/v)'lik NaHCO3 alkali gozeltisinde 100°C’de 1 saat boyunca kaynatilarak serisin
proteinini uzaklastiriimistir. Daha sonra elde edilen ipek fibroin fiberler 1lik distile
suda 3 kez yilkanmig ve yikanan fiberler 24 saat boyunca kurumaya birakilmistir.
Bu asamadan sonra elde edilen ipek fibroin fiberlerini gozmek i¢in CaCl,, etanol ve
distile su’dan olusan (CaCl,/EtOH/H,O, molar oranlari:1:2:8) Ajisawa ¢ozeltisi
kullanilmistir. ipek fiberler Ajisawa cdzeltisinde 70°C'de 3 saat boyunca
¢ozulmustur. Fibroin igerisindeki ¢oziunmeyen safsizliklardan kurtulmak icin elde
edilen ¢dzelti 4000 rpm’de 5 dakika boyunca santriflj cihazinda (Eppendorf 5430
R Almanya) santrifij edilmistir. Daha sonra elde edilen polimer ¢dzeltisindeki tuz
ve alkoli uzaklastirmak igin diyaliz membranlari (12kDa) ile UG¢ glin boyunca
diyaliz edilmigtir. Diyaliz suyunun ¢ozeltisi ilk U¢ saatte saat basi, diger zamanlar
ise 12 saatte bir degistirilmistir. Ortamdan uzaklasan Ca*? iyonunun tayini % 5
(wiv) lik AgNO; cozeltisi ile yapilmistir. Bilindigi lizere AgNOs, Ca*? iyonunun
indikatéridiir ve ortamdaki Ca*? varliginda beyaz bir ¢okelek olusturur. Tim bu
islemlerin sonunda ipek fibroin sulu ¢ozeltisi (Sekil 3.2) elde edilmigtir. Bu ¢ozelti
calismanin diger asamalarinda kullaniimak Uzere +4°C’de buzdolabinda

saklanmigtir (Min, Lee ve ark. 2004).
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Sekil 3.2 ipek fibroin sulu ¢ozeltisi

3.2.2.2. ipek fibroin siingerlerin hazirlanmasi

ipek fibroin sulu c¢ozeltisi (+4°C’de) -20°C’de 6 saat boyunca dondurulduktan
sonra ortamdaki suyu uzaklastirmak icin 24 saat liyofilizatorde (Heto PowerDry
PL3000,Denmark) kurutulmustur. Elde edilen ipek fibroin slngerler nanofiber

uretiminde kullaniimak tzere +4°C’de saklanmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3 ipek fibroin siingerler

3.2.2.3. pek fibroin siingerlerin siilfatlanmasi

Sulfatlanmis ipek fibroinler igin Bolim 3.2.2.2°de hazirlanan fibroin sungerleri
kullaniimistir. Bu amagla 10 mL Kklorosulfonik asit ¢ozeltisi, 60 mL piridin
¢Ozeltisine buz banyosunda yavas yavas eklenmistir. Daha sonra elde edilen
cOzeltiye 1g ipek fibroin slingerlerden eklenmistir ve sistem geri sogutucu altinda

80°C'ye vyavas yavas isitiimistir. Sllfatlama reaksiyonu 1.5 saat boyunca

33



surdurtlmustir. Reaksiyon bitiminde sisteme 200 mL distile su eklenmistir. Daha
sonra 0.IN NaOH c¢ozeltisi kullanilarak  ndtrallestirilmistir.  Ortamdaki
safsizliklardan kurtulmak igin c¢ozelti vakum filtrasyon yontemiyle suzilmustur.
Sulfatlanmis fibroin polimerini ¢okturmek icin sisteme 500 mL etanol eklenmis ve
sulfatlanmis fibroinler 4000 rpm de 5 dakika santrifljde ¢okturtlmustar. Elde edilen
¢cOkelti az miktarda distile su kullanarak ¢ozuldukten sonra 3 gun boyunca 12 kDa
molekul agirligina sahip diyaliz tuplerinde distile suya karsi diyalize birakilmigtir.
Diyaliz ¢ozeltisi ilk 3 saat boyunca saat bagi diger zamanlar ise 12 saatte bir
degistirilmistir. Elde edilen silfatlanmis ipek fibroin sulu ¢ozeltisi kullaniimak tzere
+4°C’de buzdolabinda saklanmistir (Tamada 2004).

3.2.2.4. Fibroin nanofiberlerin tretimi

Bolium 3.2.2.2°de hazirlanan ipek fibroin singerler formik asit icinde ¢ozulerek
farkh derisimlerde (% 8, 12, 13, 15, 20) fibroin c¢ozeltileri elde edilmistir. Bu
asamadan sonra fibroin ¢ozeltileri siringa igine doldurularak, siringa pompasina
yerlestiriimis ve 0.1 plL/dk akis hizi ile 10-17 kV arasinda farkli voltajlar
uygulanarak, 13 cm mesafedeki toplayici Uzerinde fiber olusumlari saglanmigtir.
Elektroegirme sisteminde duzgln fiberler elde etmek igin degistirilen parametreler

Tablo 3.1’de verilmigtir.

Cizelge 3.1 ipek fibroin nanofiber Uretimine ait elektroegirme parametreleri

Fibrqir? g_é')zeltisi Mesafe Uygul_anan Akis Hizi Gézlemler
derisimi (w/v) (cm) Voltaj (kV) pL/dk
%8 13 10 0.1 Boncuklanma
%12 13 15 0.1 Duzgin nanofiberler
%13 13 17 0.1 Dizgln nanofiberler
%15 13 17 0.1 Duzgin nanofiberler
%20 13 17 0.1 Duizgiin nanofiberler

3.2.2.5. Ag/Fibroin kompozit nanofiberlerin uretimi

Antimikrobiyal 0Ozelligi birgcok calismayla kanittanmig Ag nanopartikuller igeren
fibroin bazli nanofiberler hazirlamak igin %13 (w/v)’luk ipek fibroin/formik asit
cOzeltilerine agirlikga %0.5 %1 ve %2 oranlarinda AgNOs3 ¢ozeltisi katilmistir.
Hazirlanan ¢ozeltiler siringa igine konarak 0.1 uL/dk akis hizi ile 17 kV voltaj
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uygulanarak nanofiberler olusumlari gozlenmigtir. Nanofiberlerin yuzeyinde Ag
nanopartikillerin olusturulmasi i¢in nanofiberler 30 dakika boyunca 254 nm dalga
boyunda UV 1gik altinda bekletilmigtir (Hong, Park ve ark. 2006). Elektroegirme
sisteminde uygulanan parametreler Tablo 3.2.'de verilmistir.

Cizelge 3.2 Ag/Fibroin nanofiber Uretimine ait elektroegirme parametreleri

AgNO; Mesafe Uygulanan Akis Hizi Gozlemler
Malzeme | Derigimi (w/v) | (cm) Voltaj (kV) pL/dk
— Duzgin
Ag/Fibroin %0.5 13 17 0.1 nanofiberler
— Duzgun
Ag/Fibroin %1 13 17 0.1 nanofiberler
Duzgin
Ag/Fibroin %2 13 17 0.1 omayan
nanofiber

3.2.2.6. PEIl/Fibroin kompozit nanofiberlerin uretimi

Polikatyonik ve antibakteriyel bir polimer olan PEI, agirlikgca %10, %20 ve %30
oranlarinda fibroin sungerlerle birlikte formik asit icinde ¢ozllerek, toplam ¢ozelti
derisimi %15 (w/v) olacak sekilde ayarlanmistir. Daha sonra sistemdeki nanofiber
parametreleri optimize edilmigstir. Farkli derigsimlerdeki PEI/Fibroin ¢ozeltisi siringa
icine konarak 0.1 pyL/dk akis hizi ile 17 kV voltaj uygulanarak 13 cm mesafedeki
toplayaci Uzerinde nanofiberlerin olusumlari goézlenmigtir. Nanofiber dretiminde
kullanilan PEI agirlik¢ca %10, %20 ve %30 oranlarinda katilarak elde edilen fiberler
sirasiyla  PEI(10)/Fibroin, PEI(20)/Fibroin ~ ve  PEI(30)/Fibroin  olarak
isimlendirilmiglerdir.

Cizelge 3.3 PEI/Fibroin nanofiber Uretimine ait elektroegirme parametreleri

PEI
derigimi Mesafe Uygulanan | Akis Hizi ..
Malzeme W) (cm) Voltaj (kv) | pL/dk | GOzlemler
PEI(10)/Fibroin %10 13 17 0.1 Dazgan
nanofiberler
PEI(20)/Fibroin %20 13 17 01 Diizgun
nanofiberler
PEI(30)/Fibroin %30 13 17 0.1 Dizgun
nanofiberler
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3.2.2.7. Sulfatlanmig fibroin nanofiberlerin Gretimi

Sulfatlanmis ipek fibroin nanofiberlerin Uretimi igin daha 6nceden hazirlanmig
+4°C’de saklanan silfatlanmis ipek fibroin sulu ¢ozeltisi 24 saat -20°C’de
dondurulduktan sonra, bir glin boyunca liyofilize edilerek sulfatlanmis ipek fibroin
sungeler elde edilmistir. Bu slngerler formik asit ¢Ozeltisinde c¢ozulerek %13
(W/v)luk ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Hazirlanan ¢ozelti siringa igine konarak 0.1
uL/dk akis hizi ile 17 kV voltaj uygulanarak 13 cm mesafedeki toplayaci Gzerinde
nanofiberlerin olusumlari gézlenmigstir. Silfatlanmis fibroin nanofiberler S/Fibroin

olarak isimlendirilmiglerdir.

3.2.3. Nanofiberlerin sulu ortamda kararh hale gegirilmesi

Elde edilen nanofiberlerin mekanik dayanimini arttirmak ve sulu ortamda
degradasyonlarini énlemek icin asagida verilen yontemlerle glutaraldehit (GA)

buharina maruz birakilmis veya metanol muamelesinden gegirilmistir.
3.2.3.1. Nanofiberlere glutaraldehit buhari muamelesi

Elde edilen Fibroin, PEIl/Fibroin ve Ag/Fibroin nanofiberlerin sulu ortamda
kararhliklarini artirmak igin glutaraldehit (GA) ile ¢apraz baglanmistir. Bu amagla
nanofiber membranlar, 20 mL %25’lik GA ¢ozeltisi igceren desikator igindeki bir
tepsi Uzerinde 0.5, 1, 3, 6, 12 ve 24 saatleri boyunca GA buharinda inkibe
edilmistir. Daha sonra ornekler saf su ile 24 saat boyunca yikanarak kurumaya
birakilmistir. Elde edilen kararli nanofiber membranlar Fibroin-G, PEI/Fibroin-G ve

Ag/Fibroin-G olarak adlandiriimiglardir.
3.2.3.2. Nanofiberlere metanol muamelesi

ipek fibroin ve siilfatlanmis ipek fibroin fiberleri kararli hale gegirmek igin %90
(v/v)hk metanol kullaniimigtir. Nanofiber membranlar 10 dakika boyunca %90
(v/v)lik metanol ¢ozeltisinde bekletilerek daha sonra 3 kez distile su ile yikanmis
ve 24 saat kurumaya birakilmiglardir. Bu nanofiber membranlar Fibroin-M,

S/Fibroin-M olarak adlandiriimiglardir.
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3.2.4. Nanofiberlerin karakterizasyonu
3.2.4.1. Taramal elektron mikroskop (SEM) analizi

Nanofiberlerin morfolojileri Taramali Elektron Mikroskopu (SEM, Nova NanoSEM)
ile incelenmistir. Nanofiberlerin ortalama c¢aplarini hesaplamak igin Image J
programindan faydalanarak 80.000 buyutmedeki butin fiberlerin ¢api dl¢iimus ve

ortalamasi alinmigtir.
3.2.4.2. Fourer transform infrared (FT-IR) analizi

Nanofiber membranlarin yapisal analizleri igin Fourier Transform Infrared (FT-IR)
(PErkinelmer Spectrum BX FT-IR system (A.B.D) spektroskopisi kullaniimistir.

Membranlarin yapisal tayini cihazin ATR eklentisi kullanilarak yapilmigtir.
3.2.4.3. Termal analizler
3.2.4.3.1. Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) analizi

Nanofiber membranlarin DSC analizleri “Perkin Elmer Diamond DSC” cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analiz tarama hizi 10°C/dk ve sicaklik arah§i O-

300°C olarak kullanilmigtir. Deney nitrojen gazi ortaminda gergeklestirilmistir.
3.2.4.3.2. Termogravimetrik analiz (TGA)

Nanofiber membranlarin TGA analizleri “Setaram Labsys TGA” cihazinda
gerceklestirilmistir. Analiz tarama hizi 10°C/dk ve sicaklik araligi 25-800°C’dir.
Deney ortami nitrojendir.

3.2.5. Yuzey ozellikleri

Nanofiber membranlarin temas agilarn “Attension Theta” temas agi 6lgim cihaziyla
incelenmigtir. Temas acilarinin 6lgimu, membranlarin Gzerine 0.8 yL ultra saf su

damlasi damlatilarak gerceklestirilmistir.
3.2.6. Sitotoksisite testleri

Nanofiber membranlarin sitotoksisiteleri 1ISO 10993-5:2009(E) standardina gore
indirekt sitotoksisite testi ile incelenmistir. Nanofiber membranlar test dncesi UV

isiginda 1 saat boyunca steril edilmislerdir. Nanofiber membranlarin
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sitotoksisitelerinin belirlenmesi amaciyla 5xX5mm boyutunda kesilerek 24 kuyucuklu
petri kaplarina yerlestirilmis, 1,8 mL besi yeri (%90 DMEM, %10 FBS %1 L-
Glutamin %0,2 Penisilin/Streptomisin) eklenerek, inkubatorde (Thermo Scientific
HeraCell (Almanya)) (37°C ve %5 CO, ) 72 saat bekletilmistir. Daha sonra 1x10*
L929 fibroblast hiicresi 96 kuyucuklu petri kaplarina ekilerek inkiibatérde (37°C ve
%5 CO,) 24 saat kiltur edilmistir. Daha sonra kuyucuklardan besiyerleri ¢ekilerek,
Uzerlerine 72 saat boyunca nanofiberlerin icinde bekletildigi besiyerleri eklenmisgtir.
Hucreler bu besiyerileriyle 24 saat inkibe edilmistir. % Hucre canhligini belirlemek
icin MTT testi uygulanmigtir. Bu amagla hicrelerin 24 saat inklibasyonlarindan
sonra kuyucuklara 100 uL hdcre kiltdr ortami ve PBS iginde hazirlanmis 1 mg/mL
derisimindeki 25 yL MTT c¢oOzeltisi eklenerek 4 saat inkubatorde kultur edilmigtir.
Daha sonra hacrelerin olusturdugu formazan kristallerini agiga ¢ikarmak ve hicre
zarlarini pargalamak amaciyla kuyucuklara izoopropanol/HCI ¢dzeltisi eklenmigtir.
Yarim saat boyunca karanlik ortamda tutulan hicrelerin absorbanslari 570 nm’de
mikroplaka okuyucuda okunmustur. Nanofiberlerin maruz birakilmadigi besiyeri
eklenen kuyucuktaki hucrelerin verdigi absorbans %100 kabul edilip, % hucre

canhligi hesaplanmigtir. Deney 6 tekrarl yapilarak, ortalama degerler alinmistir.

20 um

Sekil 3.4 Kultar edilen L929 fibroblast hicrelerinin 1sik mikroskobu (Leica,

Germany) goruntusu
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3.2.7. Antibakteriyel aktivite testi
3.2.7.1. Bakteri hazirlanmasi

Staphylococcus aureus (ATCC 6538) Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442)
bakteri suslari “Mueller Hinton” sivi besiyerinde (MHB) kultlrl yapilarak galkalayici
inkiibatorde 37°C de 24 saat inkibe edilmistir. Ertesi giin kultlir vasatindan 1 mL
alinip taze MHB icine aktarildiktan sonra erken logaritmik faza ulasmasi amaciyla
4 saat kadar 37°C etlivde bekletiimistir. Stire sonunda besiyeri 3000 rpm’de 10
dakika santriflj edilmigtir. SUpernatan atilip bakteri peleti “Ringer” solusyonunda
siispanse edilerek baslangi¢ inokulum miktari 1x108 cfu/mL (colony forming unit)

olacak sekilde ayarlanmistir.
3.2.7.2. Antibakteriyel aktivite

Nanofiberler membranlarin antibakteriyel aktivitelerinin degerlendiriimesi igin
AATCC (American Association of Textile Chemist and Colorist) Kantitatif Test
Metodu 100-1999 uygulanmistir. Bu amagla nanofiber membranlarin boyutlar
10x10mm olacak sekilde kesilerek, mikrobiyolojik test ¢calismalari édncesinde petri
kaplarina agizlar kapal yerlestirilip laminar akigl kabinde UV is1g1 altinda steril
edilmislerdir. Daha sonra steril nanofiber membranlar 6 kuyucuklu hucre kultar
plaklarina yerlestirilmistir. Bir gece 6nceden hazirlanmis bakterilerin derigsimleri
1x10" cfu/mL olacak sekilde seyreltiimistir. Daha sonra bakteri ¢ozeltisinde her
numunenin Uzerine 20’ser uL eklenerek, 37°C’'de 5 saat boyunca inkiibasyona
birakilmigtir. inkiibasyon sonrasi her érnege 1 mL steril distile su eklenmis ve
ornekler 30 saniye vortekslenmistir. Koloni sayimi icin, her érnegin 10, 102, 1073,
10™ diliisyonlari yapilarak her diliisyondan 3 kez olmak iizere ve “Miles & Misra”
teknigi kullanilarak Triptik Soy Agar (TSA) besiyeri iceren petri plaklarina ekimleri
yapllmistir (Miles, Misra ve ark. 1938). Bakterilerin 37°C'de 24 saatlik inkiibasyon
sonrasi olusan koloniler sayilarak bakteri sayisi cfu/mL olacak sekilde

hesaplanmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Nanofiberlerin Uretimi

Bu calismada, elektroegirme sistemi ile gesitli derisimlerde ipek fibroin ¢ozeltileri
kullanilarak fibroin nanofiberleri, gesitli derisimlerde Ag nanopartikuller iceren Ag-
fibroin kompozit nanofiberler, benzer sekilde farkli polietilenimin iceren PEI-fibroin
kompozit nanofiberleri ve sulfatlanmig fibroin ¢ozeltisinden elde edilen
nanofiberler, 0.1 yL/dk akis hizi ile 10 ile 17 kV arasinda voltaj uygulanarak 13 cm

mesafedeki toplayici Uzerinde Uretilmistir.

Duzgln ve homojen nanofiber Uretimi igin temel sistem parametreleri; akis hizi,
uygulanan voltaj ve polimer derigsimi optimize edilmig, bu sartlarda uretilen
nanofiberler, biyonanotekstiller olarak kullaniimak Uzere ileriki calismalar igin

secilmistir.

Genel olarak dusuk ¢ozelti derigimlerinde (%1-10) homojen ve duzgln
nanofiberler elde edilememis, “boncuk” seklinde yapilarin olustugu goézlenmistir.
Cozelti derisimi %10-20 arasinda ise duzglin yapida, homojen, ¢aplart 33 nm ile
332 nm arasinda degisen nanofiber aglarinin olustugu goézlenmistir. Detaylar

asagida ayrintili olarak verilmigtir.
4.1.1. Fibroin nanofiberler

Elektroegirme sisteminde, fibroin ¢ozelti derigsimleri (%8 12, 13, 15, 20 (w/v))
hazirlanarak nanofiberler Gretilmis ve yapilari SEM ile incelenmistir. % 8 (w/v)’lik
fibroin ¢ozeltisinde 0.1 pL/dk akis hizi ile 10 kV voltaj uygulanarak 13 cm
mesafedeki toplayici Gzerinde elde edilen membranlar incelendiginde dizgtn fiber
olusumlarin olmadigi, boncuklanmalarin oldugu gorulmustur (Sekil 4.1). %10-20
(w/v) arasindaki ¢ozelti derigimleri kullanilarak, ayni akis hizinda 15 kV ve 17 kV
voltaj uygulamalarinda ise homojen, duzgun nanofiber aglari elde edilmigtir.
Fibroin nanofiberler arasindan %13 (w/v) derisimde ve 246 nm ortalama c¢apa
sahip, uygun homojenligi gosteren nanofiberler, modifiye edilmek Uzere tekstil
malzemesi olarak segilmigstir. Fibroin nanofiberlerin EDAX analizleri incelendiginde
fibroin protein iskeletinde bulunan C, N ve O elementlerinin varhigi tespit edilmigstir
(Sekil 4.2). Tezin ileriki agsamalarinda bu derisimdeki nanofiberler sadece “Fibroin”

olarak anilacaktir.
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Sekil 4.1 Fibroin nanofiberler; A) % 8 (w/v) Fibroin (Skala bar 1 ym), B) %8 (w/v)
Fibroin (Skala bar 10 uym), C) %13 (w/v) Fibroin (Skala bar 1um), D) %13 (w/v)
Fibroin (Skala bar 5um)
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Sekil 4.2 Fibroin nanofiberlerin EDAX sonuglari



4.1.2. Ag/Fibroin nanofiberler

Elektroegirme sisteminde, %13 (w/v)’luk fibroin ¢dzeltisine agirlikga % 0.5 ve %1
oranlarinda AgNO; katiimasiyla Uretilen membranlarda homojen ve duzgin
nanofiberlerin olustugu gézlenmistir. % 0.5 (w/v) AgNOj3 igeren ¢ozeltiden ortalama
181 nm capa sahip fiberler elde edilirken, %1 (w/v) AgNO; derisiminde 70 nm
ortalama g¢apa sahip nanofiberler elde edilmistir. Cozeltideki AgQNO3 derisimi % 2
(w/v)'ye cikarildiginda nanofiber olusumu gézlenmemistir. AgNO3; derigsimi %
0.5ten %71’e artirildiginda nanofiber caplarinda meydana gelen azalmanin
cozeltiye gegen Ag® iyonlarinin siringanin (+) ucunu daha kuvvetli pozitif
yuklemesinden kaynaklanmasindan ileri geldigi dusunulmektedir. Boylece daha
dizgin ve homojen nanofiberler elde edilmistir. Tezin ileriki agsamalari igin %1
(w/v) AgNOs igeren fibroin ¢dzeltisinden elde edilen nanofiber aglari (Ag/Fibroin)
calisilmak Gzere segilmistir.

Sekil 4.3 Ag/Fibroin nanofiberler; A) ve B) % 0.5 (w/v) Ag/Fibroin, C) ve D) %1
(w/v) Ag/Fibroin, (A) ve (C) skala bar 1um, (B) ve (D) skala bar 5um
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Ag/Fibroin nanofiberlerin ylzeyinde UV 1si1g1 kullanarak Ag nanopartikillerin
olusumu tesvik edilmistir (Hong, Park ve ark. 2006; Lu, Mei ve ark. 2007).
Nanofiber membranlar 30 dakika 254 nm’de UV isigina maruz birakildiktan sonra
yuzeylerinde Ag nanopartikullerin  oldugu SEM ve TEM ile izlenmigtir.
Nanofiberlerin  ylUzeyinde vyaklasik 5-20 nm arasinda degisen gumus
nanopartikillerin ~ olustugu  gozlenmigtir.  Ag/Fibroin  ylzeyinde  olusan
nanopartikillerin SEM ve TEM goruntileri Sekil 4. 4.’te verilmistir.

\

e

[ N
WD mag HV HFW | +—— 500 nm
5.5 mm | 300 000 x| 10.0 kV | 995 nm NanoSEM METU-METE

Sekil 4.4 Ag/Fibroin nanofiber yluzeyindeki Ag nanopartikuller (% 1 w/v);
A) SEM goruntisu (skala bar 500 nm), B) TEM goéruntusu (skala bar 500 nm)
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Ag/Fibroin nanofiberlerin EDAX analizleri incelendiginde fibroin proteininin
iskeletinde bulunan C, N ve O elementlerinin yani sira nanofiberler arasinda

bulunan Ag nanopartikilleriden gelen Ag pikine de rastlanmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 Ag/Fibroin nanofiberlerin EDAX sonuglari

4.1.3. PEI/Fibroin kompozit nanofiberler

Polikatyonik bir polimer olan PEI, bu c¢alismada ipek fibroin nanofiberlere
antibakteriyel 6zellik kazandirmasi amaciyla farkli ylzdelerde PEI/Fibroin
nanofiberleri elde edilmistir (Sekil 4.6). Hazirlanan c¢ozeltilerin toplam polimer
derigimi %15 (w/v) olacak sekilde PEI polimeri ipek fibroine agirlikga %10, %20 ve
%30 oranlarda katilmigtir. PEI(10)/Fibroin, PEI(20)/Fibroin ve PEI(30)/Fibroin
nanofiberlerde sirasiyla 144, 210 ve 236 nm ortalama ¢apa sahip fiberler elde
edilmistir. Farkli PEIl derisimlerinde hazirlanan c¢ozeltilerden elde edilen
nanofiberlerin ¢aplarinin PEI derisimi arttikga arttigi goérulmustar. Dusuk
derisimlerde (%10 ve %?20) PEIl/Fibroin nanofiberler (Sekil 4.6 A-D) dizgin
dagihm gosterirken, daha yuksek derigsimlerde nanofiber ¢aplarinin arttigi ve fiber

homojenliginin ve kararliigin bozuldugu izlenmistir (Sekil 4.6 E-F).
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Sekil 4.6 PEIl/Fibroin nanofiberler; A ve B) PEI(10)/Fibroin, C ve D)
PEI(20)/Fibroin, E ve F) PEI (30)/Fibroin. (A, C ve E'de skala bar 1um, B, D ve
F’de skala bar 5 ym)
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4.1.4. Sulfatlanmig fibroin nanofiberler

Liu ve ark. tarafindan yapilan galismada ipek fibroin molekullerine sulfat gruplari
takarak, antikoagulan 6zellige sahip heparin benzeri molekuller olusturulmus ve
heparine yakin antikoagulan 6zellige sahip yuzeyler elde edilmistir. Bu ¢alismada
ise antibakteriyel oOzellikleri incelenmek Uzere benzer sekilde sulfatlanmis
fibroinlerden elektroegirme yontemi ile nanofiberler (S/Fibroin nanofiberler)
uretilmistir. %13 (w/v) luk sulfatlanmig fibroinlerden elde edilen nanofiberlerin
homojen oldugu izlenmig ve ortalama c¢aplarinin 181 nm sahip oldugu
bulunmustur. Ayni sartlarda elde edilen fibroin nanofiberlere gore ortalama fiber

¢aplarinda bir azalma goérulmastur (Sekil 4.8).

Sdlfat  gruplarinin  fibroin  nanofiberlere  baglandigi  FTIR sonuglari ile
desteklenmistir. EDAX analizinde fibroin protein iskeletinden gelen C, N ve O
elementlerinin yani sira S elementinin kuvvetli bir pikine rastlanmistir. Bu da fibroin

molekulene SO; gruplarinin baglandiginin kanitirdir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Silfatlanmis Fibroin nanofiberlerin EDAX sonuglari
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Sekil 4.8 Silfatlanmis Fibroin nanofiberler (A: skala bar 1um, B:skala bar 5 ym)

Sonug olarak degisik kompozisyonlarda elde edilen nanofiberlerin, % 30 PEI
iceren nanofiberler hari¢ olmak Uzere daginik, homojen bir ag yapisi sergiledikleri

ve ortalama ¢aplarinin 33 ile 332 nm arasinda degistigi gozlenmistir (Tablo 4.1).

Cizelge 4.1 Hazirlanan nanofiberlerin ortalama c¢aplari

Uretilen Fiber Minumum Ortalama Maksimum

Nanofiber Kompozisvonu Nanofiber Nanofiber Capi Nanofiber

membranlar P y Capi (nm) (hm) Capi (nm)
Fibroin %13 Fibroin 170 246 279
Ag(1)/ Fibroin %1 Ag 33 70 93
Ag (1/2)/Fibroin % 0.5 Ag 104 181 304
PEI (10)/Fibroin %10 PEI 104 144 183
PEI/(20)Fibroin % 20 PEI 142 210 248
PEI/(30)Fibroin % 30 PEI 186 286 332
S/Fibroin Sulfatlanmig 72 181 321

Fibroin

4.2. Nanofiberlerin Sulu Ortamda Kararli Hale Gegirilmesi

Genel bilgilerde bahsedildigi Uzere ipek fibroin proteininin ¢esitli konformasyon
yapilari vardir. Bunlarin baslicalari dizensiz sarmal yapi olarak adlandirilan Silk |
yapisi (amorf yapi) sulu ortamda kararsizdir. Digeri ise kristalin yapi olarak bilinen
silk 1l yapisi (B-tabakali) sulu ortamda oldukca kararlidir. Bu agidan silk | yapidan,
silk Il yapiya gecerek kararl yapilarin elde edilmesi biyomalzemeler igin oldukga

onemlidir. Bu amacla literaturde cesitli yontemler kullanilmistir. Bunlar; 1si ile
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muamele, mekanik germe, polar organik c¢ozuculer ile muamele etme ve su
buharina maruz birakmaktir. TiUm bu yontemlere alternatif olarak diizensiz sarmal

haldeki fibroin molekdlleri gapraz baglanarak kararli hale getiriimektedir.

Bu calismada kararli biyonanotekstiller elde etmek amaciyla hazirlanan
nanofiberler glutaraldehit (GA) buharina maruz birakilarak g¢apraz baglanmasi
saglanmis, diger taraftan metanol muamelesinden gegirilmigtir. Her iki yontemle

hazirlanan nanofiberlerin yapilari incelenmis ve asagida sunulmustur.
4.2.1. Nanofiberlerin glutaraldehit ile gapraz baglanmasi

Hazirlanan nanofiberlerin sulu ortamda fiber yapisini bozmadan kararli hale
getirmek icin Glutaraldehit (GA) buhari ile ¢capraz baglanmistir (Fang, Xiao ve ark.
2011). GA, kalp kapagi, vaskuler greft, elastik kikirdak ve yapay deri gibi birgok
biyoprotezin stabilizasyonunda siklikla kullanilan bir ¢apraz baglayicidir. GA,
yapida “inter” ve “intramolekiler” kovalent bag olusturarak protein zincirlerini
birbirlerine baglamakta ve dolayisi ile yapilarin kararhligini arttirmaktadir. Capraz
baglanma; protein yapilarindaki lizin veya hidroksilizinin amino gruplarinin, aldehit
gruplari ile reaksiyonu (Schiff baz formasyonu) veya iki aldehitin “aldol”
kondenzasyonu ile gergeklesmektedir (Ulubayram, Aksu ve ark. 2002). GA sadece
amino gruplari ile degil, ayni zamanda karboksi, amido ve protein yapisindaki
diger gruplarla da reaksiyon vermektedir. GA ile proteinler ile gapraz baglanma
reaksiyonu Sekil 4.9'da verilmistir. GA ile ¢apraz baglama biyomalzemelerin in-
vivo degradasyonunu Onlerken ayni zamanda anatomik batlnligini korumakta ve

malzemelerin mekanik dayanimini ve fleksibilitisini artirmaktadir.

Bu calismada GA’'nin ucuz olmasi, dusuk sicakliklarda sulu ¢dzeltide hizli
reaksiyon vermesi ve protein yapisinda (albimin, kollajen, jelatin gibi) bulunan
birgcok amino grupla ve heparin gibi mukopolisakkaritlerle reaksiyon vermesi
nedeniyle; fibroin, PEI ve sulfatlanmis fibroin igin ortak ¢apraz baglayici olarak

kullaniimigtir.

Bu amacla nanofiber membranlar, Fang ve arkadaslarinin yapmis olduklari
calismada oldugu gibi desikator icerisinde %25 (v/v) GA sulu ¢dzeltisi buharina 24

saat boyunca maruz birakilmiglardir. Ancak bu siire sonucunda nanofiberlerin GA
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ile capraz baglanmalari sirasinda fiber yapilarini kaybederek bozulmalarin

basladigi ve 24 saat sonunda film haline dénustikleri izlenmigtir.

Protein iskelet Lys l[

L

f |
(TH’)‘ TH2 ) HC: N=(:H3
NH, (CH,), HC N=CH

| Il |

(ICH,),

(CH,),

k]

| |

Lys

Glutaraldehit Lys

Capraz baglanmig protein

Sekil 4.9 Glutaraldehit ile proteinin ¢apraz baglanma reaksiyonu (Ulubayram, Aksu
ve ark. 2002)

Bu nedenle optimum sirenin bulunmasi igin segilen nanofiberler (Fibroin
nanofiberler, Ag/Fibroin nanofiberler ve PEI(20) / Fibroin nanofiberler belirli saat
araliginda GA buharina maruz birakilmiglardir. Nanofiber membranlar GA
buharina 0.5, 1, 3, 6, 12 ve 24 saat boyunca maruz birakildiklarindaki nanofiber

yapilarindaki meydana gelen degisimler SEM kullanilarak izlenmistir.

SEM goruntileri incelendiginde nanofiber membranlarin GA buharina maruziyet
suresi artikga nanofiber ¢aplarinda kalinlasma meydana gelmekte ve 12 saatten
sonra fiber formasyonu bozularak film formasyonuna donustikleri gozlenmigtir
(Sekil 4.10-4.15) Bu nedenle 12. Saatten sonra fiber c¢aplarindan 6lgim

alinamamaya basglanmigtir.

Fibroin nanofiberlerin, ¢capraz baglanamadan 6nce ortalama c¢aplari 203 nm’dir.
GA buharina maruziyet suresi zamanla arttikga 1/2. saat sonunda 214, 1. saat
sonunda 230, 3. saat sonunda 234, 6. saat sonunda 250 ve 12. saat sonunda 283
nm ortalama g¢apa sahip nanofiberler elde edilmistir. 24. saatte ise nanofiberlerin
hepsinin morfolojisi bozulmus ve cap Olcimi alinamamistir. Nanofiberlerin

zamana bagli olarak degisen morfolojileri Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmigtir.

Ag/Fibroin nanofiberlerin morfolojilerinin, Fibroin ve PEI/Fibroin nanofiberlere

oranla daha hizli bozuldugu goézlemlenmistir. Ag/Fibroin nanofiberlerin ¢apraz
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baglanamadan o6nceki ortalama g¢aplari 120 nm’dir. 1/2. saat sonunda 124, 1. saat
sonunda 231, 3. saat sonunda 245, 6. saat sonunda 257 ve 12. saat sonunda ise
nanofiberlerin hepsinin morfolojisi bozulmus ve c¢ap O6lgimd alinamamistir.
Nanofiberlerin zaman bagl olarak degisen morfolojileri Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de

verilmistir.

Sekil 4.10 Capraz bagh Fibroin nanofiberler (skala bar 1um). Glutaraldehit buhari
islem suresi; A) 1 saat, B) 3 saat, C) 6 saat, D) 12 saat
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Sekil 4.11 Capraz bagh Fibroin nanofiberler (skala bar 5um). Glutaraldehit buhari
islem suresi; A) 0,5 saat, B) 1 saat, C) 3 saat, D) 6 saat, E) 12 saat, F) 24 saat
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Sekil 4.12 Capraz bagh Ag/Fibroin nanofiberler (skala bar 5uym). Glutaraldehit
buhari iglem suresi; A) 0,5 saat, B) 1 saat, C) 3 saat, D) 6 saat, E) 12 saat F) 24
saat
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Sekil 4.13 Capraz bagh Ag/Fibroin nanofiberler (skala bar 1um). Glutaraldehit
buhari iglem suresi; A) 1 saat, B) 3 saat, C) 6 saat, D) 12 saat

PEI(20)/Fibroin nanofiberlerin, ¢apraz baglanmadan énce ortalama c¢aplari 267
nm’dir. 1/2. saat sonunda 331, 1. saat sonunda 335, 3. saat sonunda 398, 6. saat
sonunda 425 ve 12. saat sonunda 478 nm ortalama g¢apa sahip nanofiberlere
donusmaustur. 24. saatte ise nanofiberlerin hepsinin morfolojisi bozulmus ve ¢ap
Olcimia alinamamistir. Nanofiberlerin zaman bagl olarak degisen morfolojilerinin

goruntuleri Sekil 4.14 ve Sekil 4.15'de verilmistir.
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Sekil 4.14 Capraz bagh PEI(20) / Fibroin nanofiberler (skala bar Sum).
Glutaraldehit buhari islem suresi; A) 0,5 saat, B) 1 saat, C) 3 saat, D) 6 saat, E) 12
saat, F) 24 Saat
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Sekil 4.15 Capraz bagh PEI(20) / Fibroin nanofiberler (yuksek buyltme, skala bar
1um). Glutaraldehit buhari iglem siresi; A) 1 saat, B) 3 saat, C) 6 saat, D) 12 saat

Ozetle, nanofiberlerin, %25 (v/v)lik GA sulu c¢dzeltisi buharina maruz
birakildiginda ortamdaki su buharindan dolayl sistikleri ve bu nedenle fiber
caplarinda artma géruldigu ve GA islem slresi arttikga buna paralel olarak fiber
kalinliklarinin arttigi ve 24 saat sonunda ise film haline geldigi sonucuna
variimistir. Nanofiberlerin 0-24 saatleri arasindaki ortalama caplari Sekil 4.16’ da

verilmigtir.

Bu bilgiler 1s1ginda kararli biyonanotekstillerin tretimi igin GA buhari islem suresi
bundan sonraki calismalar icin 3 saat olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.16 Glutaraldehit buhari iglem suresinin nanofiber ¢apina etkisi; A) Fibroin
nanofiberler, B) Ag/Fibroin nanofiberler, C) PEI(20) / Fibroin nanofiberler

4.2.2. Metanol muamelesi

ipek fibroin, silk | yapisindan kararli hal olan silk Il yapisina gegerken amino asit
dizileri arasinda H bagi olusumu tegvik edilir ve amino asitlerin karbonil ve amin
gruplari arasinda paralel veya antiparalel H baglari olusmaktadir (Lu, Wang ve
ark. 2009).

Yapilan galigmalarda sulfatlanmig fibroin nanaofiberleri sulu ortamda kararl hale
gecirmek icin metanol muamelesi kullaniimistir (Liu. H. 2011). Metanol muamelesi
sonucu B-kristalin tabakaya gegcirilen fibroin ve sulfatlanmig fibroin nanofiberlerin

¢aplarinda kalinlagsma meydana gelmistir.

Hazirlanan nanofiberlerin (Fibroin, Ag/Fibroin ve S/Fibroin) yapisal degisimini
dizensiz sarmal halden, B-tabaka haline gegirmek igcin metanol muamelesi
uygulanmig, morfolojileri ve silk | ve silk Il yapilari incelenmigtir. Fibroinin
konformasyonunun silk I'den silk II'ye gegmesi fiber ¢aplarinda kalinlasmaya
neden olmustur (Sekil 4.17). Fibroin nanofiberlerin ortalama ¢api 150 nm’den 196

nm’ye ylkselirken, sulfatlanmig fibroin nanofiberlerin ortalama ¢aplari 160 nm’den
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210 nm’ye yukselmigtir. Sekil 4.17° de gorulecegi gibi metanol ile muamele
uygulanmigs biyonanotekstillerin morfolojilerinde herhangi bir bozulma olmazken

caplarinda artig gozlenmigtir.

Sekil 4.17 Silk Il morfolojiye sahip nanofiberler (skala bar 1um); A ve B) Fibroin

nanofiberler, C ve D) Sulfatlanmis Fibroin nanofiberler

Sonug olarak, GA veya metanol muamelesi ile kararli hale getirileren nanofiber
membranlar, sulu ¢dzeltide, mikrobiyolojik ortamda ve hicre kultirinde 1 hafta
bekletildiklerinde her iki uygulama sonunda yapilarinda herhangi bir degradasyon
olmadiklari ve butlnluklerini koruduklari makroskopik olarak incelenmistir. Daha
detayli sonuglar icin enzimatik ortamdaki degradasyon kinetiklerinin caligiimasi

planlanmigtir.
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Biyonanotekstiller olarak adlandirabilecegimiz kararli nanofiber membranlarin
makroskopik goruntileri Sekil 4.18’de verilmigtir. Ag/Fibroin hari¢ tim nanofiber
membranlar, beyaz bir tekstil gérinimunde olup, elle yirtimayacak kadar
mukavemete sahiptir.

Sekil 4.18 Biyonanotekstillerin makroskopik gérintisu A) Fibroin-M, B) Ag/Fibroin-
G, C) PEI(10)/Fibroin-G, D) PEI(20)/Fibroin-G, E) PEI (30)/Fibroin-G,
F) S/Fibroin-M

4.3. Biyonanotekstillerin Yapisal Ozellikleri

Metanol ve glutaraldehit muamelesi ile kararli hale getirilmis ipek fibroin
nanofiberlerin ve kompozitlerinin yapilarinin aydinlatiimasi igin FTIR spektrumlari
incelenmistir (Sekil 4.19-23).

1700cm™-1500cm™ infrared absorbsiyon bandi amit | ve amit Il peptit iskeletlerini
icine alan banttir. Fibroin bazli malzemelerin ikincil yapisi olan silk Il yapisinin
analizi bu aralikta incelenir. Amit | 1700cm™-1600cm™, amit Il ise 1600cm™-
1500cm™ araligini kapsar. 1610-1630, 1695-1700 ve 1510-1520cm™ pikleri ikincil

yapi olan silk Il konformasyonu igin karakteristik olan absorbsiyon piklerdir. 1648-
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1654 ve 1535-1542 cm™ absorbsiyon pikleri amorf yapi olan silk | konformasyonu
icin karakteristiktir (Lu, Zhang ve ark. 2011).
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Sekil 4.19 Fibroin nanofiberlerin FTIR Spektrumlari;
a) Fibroin, b) Fibroin-G, c¢) Fibroin-M

Fibroin &rnegindeki amit | bandindaki 1651 cm™ de kuvvetli pik ve amit II
bandindaki 1534 cm™ ‘deki pik 6rnegin silk | amorf yapisinda oldugunun
gostergesidir. Fibroin-G érneginde amit | bandinda 1652 cm™¥de ve 1535 cm -
Ydeki pikler yine Fibroin-G érneginin silk | yapisinda oldugunun gdstermektedir.
Metanol muamelesi yapilmis Fibroin-M érneginde; amit | bandindaki 1626 cm ™ ve
1518 cm ““deki kuvvetli pikler nanofiber membranlarin silk Il (B-kristalin)

konformasyon yapisina gegctigini gdstermistir (Lu, Zhang ve ark. 2011).
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Ag/Fibroin érnegindeki amit | bandindaki 1653 cm™ de kuvvetli pik ve amit II
bandindaki 1535 cm™ ‘deki pik 6rnegin silk | amorf yapisinda oldugunun
gostergesidir. Ag/Fibroin-G éreneginde amit | bandinda 1651 cm™de ve 1533 cm °
L'deki pikler yine Ag/Fibroin-G érneginin silk | yapisinda oldugunun géstermektedir.
Metanol muamelesi yapilmis Ag/Fibroin-M érneginde; amit | bandindaki 1624cm ™
ve 1516 cm “deki kuvvetli pikler nanofiber membranlarin silk Il (B-kristalin)

konformasyon yapisina gectigini gostermistir.
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Sekil 4.20 Ag/Fibroin nanofiberlerin FTIR Spektrumlari;
a) Ag/Fibroin, b) Ag/Fibroin-G, c) Ag/Fibroin-M

PEI(10)/Fibroin, érnedi amit | bandinda 1652 cm “amit Il bandinda 1535 cm™ de
absorbsiyon piki gdstermistir. PEI(20)/Fibroin, amit | bandinda1653 cm™ de amit I
bandinda 1543 cm ' de yayvan absorpsiyon piki gdstermistir. PEI(30)/Fibroin,
amit | bandinda1649 cm™ de amit Il bandinda 1538 cm ™’ de yayvan absorpsiyon

piki gostermistir. Bu Gg yapida silk | konfromasyonundadir.
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Sekil 4.21 PEI/Fibroin nanofiberlerin FTIR Spektrumlari;
a) PEI(10)/Fibroin, b) PEI(20)/Fibroin, c) PEI(30)/Fibroin

PEI(10)/Fibroin-G, érnegi amit | bandinda 1648 cm , amit Il bandinda 1532 cm™
‘de absorbsiyon piki gostermistir. PEI(20)/Fibroin-G, amit | bandinda1653 cm-1’ de
amit 1l bandinda 1535 cm™ de yayvan absorpsiyon piki gdstermistir.
PEI(30)/Fibroin-G, amit | bandinda1654 cm™ de amit Il bandinda 1535 cm™ de
yayvan absorpsiyon piki gostermistir. Bu U¢ yapida silk | konfromasyonunda

kalarak capraz baglanmig ve kararl hale gegmigtir.
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Sekil 4.22 Capraz bagh PEI/Fibroin nanofiberlerin FTIR Spektrumlari;
a) PEI(10)/Fibroin-G, b) PEI(20)/Fibroin-G, c) PEI(30)/Fibroin-G

Siilfatlanmis fibroin SO, gruplarinin esneme ve gerilmesi sonucu 1200cm “de
fibroin molekulinin bandlariyla Ust Uste ¢akisan kuvvetli ve genis bir band piki
verir (Tamada 2004). Bu sonuglar altinda kloronsulfonik asit ile fibroin
molekulindn reaksiyonu sonucu sulfat gruplari fibroin  molekuline

baglanmistir.
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Sekil 4.23 S/Fibroin nanofiberlerin FTIR Spektrumlari;
a) Fibroin, b) S/Fibroin

4.4. Biyonanotekstillerin Termal Davraniglari
4.4.1. Termogravimetrik analiz (TGA)

Nanofiberlerin termogravimetrik egrileri iki farkli bolgede incelenmigtir. Fibroin bazli
nanofiberlerin ilk kitle kaybi yaklasik 100 °C’ de olmaktadir. Bu bolge grafiklerde |.
Bolge olarak tanimlanmistir. ikinci kitle kaybi 270-370 °C sicaklik arahginda
degisen bodlgede olmaktadir buradaki kutle kaybi protein zincirindeki peptit
baglarinin bozulmasi sonucunda meydana gelmektedir. Bu bdlge de Il. Bolge
olarak tanimlanmigtir (Um, Kweon ve ark. 2001) (Motta, Fambri ve ark. 2002).
Fibroin, Fibroin-M ve Fibroin-G nanofiberlerinin TGA edrileri incelendiginde (Sekil
4.24) |. Bolgede ortamdaki suyun uzaklagsmasindan kaynaklanan az miktarda katle

kaybi gergeklesmistir. Sicaklik 270 °C civarina geldiginde peptit baglari yavas

63



yavas pargalanmaya baslamistir. Peptit baglarinin pargalanmasiyla 270-400 °C
sicakilhk arahginda hizli bir degredasyon egrisi gortlmustir. Amorf yapida olan
Fibroin 6rnegi ve glutaraldehit buhar ile ¢apraz baglanmis Fibroin-G numunesi
hemen hemen benzer degredasyon egrileri gostermiglerdir ve Fibroin-M’ ye gore
hizli degrede olmusglardir. Bu iki drnek silk Il (B-kristalinitesi) gosteren Fibroin-M

ornegine gore daha duguk termal dayaniklilik gostermistir.
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Sekil 4.24 Fibroin, Fibroin-M ve Fibroin-G’nin TGA termogramlari

Ag/Fibroin nanofiberlerine ait termogramlarda (Sekil 4.25) yaklasik 100 °C
civarinda (I. Bolge) ortamdaki suyun uzaklasmasiyla az miktarda kitle kaybi
gerceklesmistir. Sicaklik arttirildikga protein zincirleri arsindaki peptit baglarinin
pargalanmasiyla 230 °C’den itibaren hizli bir kitle kaybi gozlenmistir. Grafikte
tanimlanan ikinci boélgede en dusuk termal dayanimi amorf yapida olan Ag/Fibroin
ornegi gostermistir. Bu ornek diger orneklere oranla hizli bir degredasyon edgrisi
goOstermigtir.  Glutaraldehit buhariyla ¢apraz baglanmig Ag/Fibroin-G, amorf
Ag/Fibroin’e gore daha yuksek termal stabilite gostermistir. Metanol muamelesi
uygulanmis Ag/Fibroin-M, silk Il (B-kristalinite) yapisi sayesinde diger iki drnege
oranla en yuksek termal stabiliteyi gostermistir ve degredasyonu diger iki ornege
géOre daha yavastir.

64



120

100 -

80 -

60 -

Kalan kiitle (%)

O T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Sicaklik (°C)

- - Ag/F|br0|n_G cseses Ag/Flbr‘oln —Ag/FIbI‘OIn-M

Sekil 4.25 Ag/Fibroin, Ag/Fibroin-M ve Ag/Fibroin-G’nin TGA termogramlari

Glutaraldehit ile gapraz baglanmamis PEI/Fibroin nanofiberler incelendiginde
(Sekil 4.26) yaklasik 100 °C civarinda (l. Bolge) ortamdaki suyun uzaklagsmasiyla
az miktarda kutle kaybi gerceklesmistir. Il. Bolgeye gelindiginde, tGg¢ farkh derisim
icin hizli bir degredasyon gozlenmigtir. Asagidaki sonuglara gore c¢apraz
baglanmamig PEI/Fibroin nanofiberler igin PEI derisimi arttikga nanofiberlerin
termal kararhliklarinin distigu sdylenebilir. Buna goére en blyuk termal kararhlig
PEI(10)/Fibroin  nanofiberler gostermistir. Bunu sirasiyla PEI(20)/Fibroin
nanofiberler ve PEI(30)/Fibroin nanofiberler izlemistir.

65



120

oy Y
£ 80 - R Y,
o .
2 60 - \
c
1]
w 40 -
>
20 | ] I.
0 T T T T T T ..'T““""l
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Sicaklik (°C)

e PE|(10)/Fibroin seess« PEI(20)/Fibroin == == PEI(30)/Fibroin

Sekil 4.26 PEI(10)/Fibroin, PEI(20)/Fibroin ve PEI(30)/Fibroin’in TGA

termogramlari

PEI iceren nanofiberler glutarladehit buhariyla c¢apraz baglandiklarinda, PEI
polimeri, fibroin moleklllyle kararl bir yapi olusturmustur. Il. Bolgedeki TGA
egrileri (Sekil 4.27) incelendiginde capraz baglanmadan onceki edrilere oranla
birbirlerine daha da yaklastiklar gozlenmisgtir.
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Sekil 4.27 PEI(10)/Fibroin-G, PEI(20)/Fibroin-G ve PEI(30)/Fibroin-G’nin TGA

termogramlari

Metanol muamelesi gérmiis S/Fibroin ile Fibroin nanofiberlerin TGA egrileri
kargilastinidiginda (Sekil 4.28) |. Bolgede ortamdaki nem uzaklagirken ayni
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degredasyon egrisini gostermiglerdir. Sicaklik artikga protein zincirleri arasindaki
peptit baglar kirllmaya baslayinca (ll. Bolge) degredasyon hizlarinin ve termal
stabilitelerinin oldukga farkli oldugu goérilmustir. S/Fibroin-M nanofiberler, Fibroin-
M nanofiberlere oranla dusuk termal stabilite gostermiglerdir. Burada gbzlemlenen,
S/Fibroin-M nanofiberlerinin sergiledigi daha hizli bozunma 200°C sonrasinda

sulfat gruplarinin bozunmasiyla gergeklesen kuitle kaybina baglidir.
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Sekil 4.28 S/Fibroin-M ve Fibroin-M’nin TGA termogramlari

4.4.2. Diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) sonuglari

Elektroegiriimis Fibroin, Fibroin-M ve Fibroin-G nanofiberlere ait termogramlar
(Sekil 4.29) yaklagik 80 °C civarinda ortamdaki suyun uzaklagsmasi kaynakli bir
endotermik pik gOstermistir. Diger endotermik pik yaklasik 270 °C civarinda
gozukmustur. Bu sicakhk amorf yapidaki nanofiberlerin (Fibroin ve Fibroin-G )
termal bozunma sicakligidir. Amorf yapidaki fiberlerin camsi gecis sicakhgdi (Tg)
182 °C ‘deki zayif endotermik pik ile gozlemlenmistir. 280 °C’deki kuvvetli
endotermik pik silk Il (B-kristalin) yapidaki nanofiberler igin termal bozunma
sicakhgidir (Um, Kweon ve ark. 2001; Zhu, Shao ve ark. 2007).
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Sekil 4.29 Fibroin nanofiberlerin DSC termogramlari;
a) Fibroin, b) Fibroin-M, c) Fibroin-G

Amorf yapidaki Ag/Fibroin nanofiberlerin DSC analizlerinde (Sekil 4.30) camsi
gecis sicakhgi (Tg) 185 °C ‘deki zayif endotermik pik ile gozlemlenmigtir. 282
°C’deki kuvvetli endotermik pik, yukarida da belirtildigi gibi silk 1l (B-kristalin)

yapidaki nanofiberler i¢in termal bozunma sicakhgidir.
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Sekil 4.30 Ag/Fibroin nanofiberlerin DSC termogramlari;
a) Ag/Fibroin, b) Ag/Fibroin-M c) Ag/Fibroin-G

PEI/Fibroin ve PEI/Fibroin-G nanofiberlerinin DSC termogramlari incelendigide
(Sekil 4.31) termal bozunma sicakliklar yaklasik 280 °C olarak belirlenmistir.
Ayrica glutaraldehit buhari muamelesi ile ¢apraz baglanan ornekler su kaybina

bagli endotermik piki gostermemiglerdir.
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Sekil 4.31 PEI/Fibroin nanofiberlerin DSC termogramlari; a) PEI(10)/Fibroin,
b) PEI(20)/Fibroin, ¢ ) PEI(30)/Fibroin, d) PEI(10)/Fibroin-G, e) PEI(20)/Fibroin-G,
f) PEI(30)/Fibroin-G

Sulfatlanmis nanofiberler (Sekil 4.32) yaklasik 80 °C civarinda ortamdaki suyun
kaybolmasindan dolayi bir endotermik pik gostermistir. Diger endotermik pik ise
yaklasik 270 °C civarinda gozlemlenmistir. Bu pik amorf yapidaki silfatlanmig
nanofiberlerin termal bozunma sicakligidir. Amorf yapidaki sdlfatlanmig
nanofiberlerin camsi gegis sicakligi (Tg) 190 °C ‘deki zayif endotermik pik ile

g6zlemlenmistir.
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Sekil 4.32 S/Fibroin-M nanofiberlerin DSC termogrami

4.5. Biyonanotekstillerin Yiizey Ozellikleri

Nanobiyotekstillerin temas ag¢i degerleri Tablo 4.2°”de ve damla sekilleri Sekil
4.33'de verilmistir. Metanol ile muamele edilmis Fibroin 6rneklerinin temas aci
degeri 100° olarak bulunmustur. Bu deder ipek fibroin 6rnek ylzeylerinin hidrofobik
oldugunun ve vyara yuzeyine yapismayacaginin bir gostergesi olarak kabul
edilebilir. Daha oOnceki calismalarda metanol muamelesi ile silk |l
konformasyonuna gegirilmis fibroinin ham fibroine oranla daha yiksek temas agisi
ve hidrofobiklige sahip oldugunu gdsterilmistir. (Cai, Yao ve ark. 2002; Jin, Park ve
ark. 2004; Hofmann, Wong Po Foo ve ark. 2006). Metanol muamelesi uygulanmig
Fibroin-M ve Ag/Fibroin-M hemen hemen ayni temas agisi degerini
gostermektedir. Bu sonu¢ Ag/Fibroin ylzeyindeki Ag nanopartikillerin ylzey
temas agi degerini degistirmedigini gostermektedir.  PEI(10)/Fibroin-G,
PEI(20)/Fibroin-G ve PEI(30)/Fibroin-G nanofiberler incelendiginde sirasiyla temas
acl degerleri 109, 142 ve 155° olarak bulunmustur. PEI derisimi artikga
nanofiberlerin temas acisinin arttigi dolayisi ile hidrofobikligin arttigi goérialmastir.
Glutaraldehit ile gapraz baglanma reaksiyonu gosteren PEI normal PEl'e goére

daha fazla hidrofobik karakter gosterir. Bunun nedeni serbest amin gruplarinin
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¢apraz baglanma reaksiyonuna girerek yuzey yukunu azaltmasidir (Golander ve
Eriksson 1987). Artan PEI miktari ile birlikte ¢apraz baglanmanin arttigi ve bununla
birlikte ylzey 6zelliklerinin (porozite, ylzey yukl) degiserek daha hidrofobik oldugu
dusunulmektedir. Sulfatlanmis fibroin nanofiberler incelendiginde, temas aci degeri
54° bulunmustur. Sulfat gruplari fibroin yiizeylere oldukga hidrofilik 6zellik katmis
olup ve bu sonu¢g Wenk ve ark. yapmis oldugu calisma ile értismektedir (Wenk,
Murphy ve ark. 2010).

Cizelge 4.2 Biyonanotekstillerin temas agisi degerleri

Ornek Fibroin | Ag/Fibroin | PEI(10)/Fibroin | PEI(20)/Fibroin | PEI(30)/Fibroin | S/Fibroin
-M -M -G -G -G -M

Temas

Acisi

Degeri | 100£2 98+2 1093 14212 1553 5412

©)

u u u
u u H
Sekil 4.33 Biyonanotekstillerin yuzeylerindeki su damlasinin goéruntuleri;

A) Fibroin-M, B) Ag/Fibroin-G, C) PEI(10)/Fibroin-G, D) PEI(20)/Fibroin-G,
E) PEI(30)/Fibroin-G, F) S/Fibroin-M
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4.6. Biyonanotekstillerin Sitotoksisite Test Sonuglari

Nanofiberlerin sitotoksisitelerini belirlemek amaciyla [ISO 10993-5:2009(E)
standardina gore indirekt sitotoksisite testi uygulanmistir. Metanol muamelesi ile
kararli hale getirilen érneklerde (Fibroin-M) hicre canlihdi % 104 olarak bulunmus
olup ve kontrol grubuna gore %4 artmistir. Bu orneklerin oldukga biyouyumlu
oldugu ispatlanmigtir. Fibroin nanofiberleri kararli hale gegirmek igin glutaraldehit
kullanildidinda ise % hucre canlihigi 88’dir. Bu degerin kontrol grubuna gore %12

oraninda dusuk olmasina ragmen biyouyumluluk sinirlari icerisindedir.

Glutaraldehit muamele edilmis 6rneklerin metanol muamele edilmis érneklere goére
daha dusuk biyouyumluluk gostermesinin sadece glutaraldehit etkisinden olmayip,

morfoloji farkliigindan meydana geldigi dusunulmektedir.

Ag nanopartikuller ihtiva eden fibroin nanofiber membranlar incelendiginde
sitotoksisite sonuclari metanol ve glutaraldehit kullaniimasina goére degiskenlik
gOstermigtir. Silk Il (B-kristalin) yapidaki Ag/Fibroin-M érneklerin % huacre canlilik
degeri 90 iken Silk | amorf yapidaki Ag/Fibroin-G &rneklerinde 58 olarak
bulunmustur. Bu dedisikligin nedeninin glutaraldehitin etkisinden degil fiberlerin
morfolojilerinde sakli oldugu dastnulmektedir. Metanol muamelesi uygulanmis
Ag/Fibroin nanofiberlerin termal ve yapisal analizleri nanofiberlerin silk |
yapisindan silk |l yapisina gegtigini gostermektedir. Bdylece nanofiberlerin
yapisinda bulunan Ag nanopartikiller, nanofiberlerin silk 1l B kristalin tabakasina
gecmesiyle kristalin tabakalar arasina hapsolmus ve ortama salinmamistir.
Ortama salinmayan gimus nanopartikillerde ilk asamada hucreler igin toksik etki
olusturmamaktadir. Ancak glutaraldehit buharina maruz kalan Ag/Fibroin
nanofiberler ise silk | yapisinda konformasyonlarini koruyarak ¢apraz
baglanmislardir. Bunun sonucunda da nanofiberler arasinda bulunan Ag
nanopartikuller ortama salinmis ve hucreler icin toksik etki olugturmustur. Daha
once deginildigi gibi Ag nanopartikulerin sitotoksik ve genotoksik etkilerinin oldugu
bilinmektedir (AshaRani, Low Kah Mun ve ark. 2008).

Diger taraftan %10, 20 ve 30 PEI iceren orneklere bakildiginda % canli hucre
degerleri 100, 100 ve 88 olarak bulunmustur. % 10 ve 20 PEI igeren dornekler
fibroblast hucreler icin olduk¢a biyouyumlu bulunurken, % 30 PEI iceren ornekler

ise kabul edilebilir sinirlardadir.
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Sulfatlanmis ipek fibroin ise kontrol grubuna gore % 3 dustugu goérulmastir. Bu
sonugla birlikte sulfatlanmis fibroin nanofiberler de fibroblast hicreleri igin toksik

etki olusturmadigi goralmagtar.
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Sekil 4.34 Nanobiyotekstillerin hiicre canhligina etkisi

4.7. Biyonanotekstillerin Mikrobiyolojik Aktiviteleri

Uretilen biyonanotekstillerin antibakteriyel dzellikleri yara bdlgesinde enfeksiyon
etkeni olarak siklikla izole edilen Staphylococcus aureus ve Pseudomonas
aeruginosa’ ya karsi incelenmistir. Biyonanotekstillerin antibakteriyel aktiviteleri
Fibroin-M nanofiberlere gbre degerlendirilmistir. GUmuUs nanopartikullerin
antibakteriyel 6zellik gosterdigi bircok ¢alismada kanitlanmistir.(Rai, Yadav ve ark.
2009; Lee, Lee ve ark. 2011) Antikoagulan ve antibakteriyel etki gosteren diger bir
malzeme de polikatyonik yapidaki PEI polimeridir. PEIl kaplamalarin ¢ok sayida
bakteriye karsi etkili oldugu yapilan ¢alismalarda gdsterilmistir (Tiller, Liao ve ark.
2001; Lin, Qiu ve ark. 2002; Milovi , Wang ve ark. 2005). Tium bu malzemelerin
yaninda heparin benzeri sulfatlanmis fibroinin antikogulan 6zelligi tzerine yapilan
calismalar mevcuttur ancak antibakteriyel etkisine kargi herhangi bir galisma
yapilmamistir (Tamada 2004; Liu. H. 2011).

Staphylococcus aureus igin antibakteriyel aktivite sonuglari incelendiginde,
Fibroin-M nanofiberlerde canh kalan bakteri sayisi 6,6x10° cfu/mL’dir. Bunun
disinda Ag/Fibroin-G, PEI(10)/Fibroin-G, PEI(20)/Fibroin-G ve PEI(30)/Fibroin-G
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nanofiberlerde bakteriyel Uremeye rastlanmamistir. S/Fibroin-M nanofiberlerde ise
sayllamayacak kadar ¢cok bakteriyel ireme (Too Numerous To Count) (TNTC)
olmustur. Staphylococcus aureus igin antibakteriyel aktivite test goruntileri Sekil

4.37'de verilmistir.

Pseudomonas aeruginosa igin antibakteriyel aktivite sonuglari incelendiginde
Fibroin-M nanofiberlerde canli kalan bakteri sayisi 3.94x10° cfu/mL’dir. Bunun
disinda Ag/Fibroin-G, PEI(10)/Fibroin-G, PEI(20)/Fibroin-G ve PEI(30)/Fibroin-G
nanofiberlerde bakteriyel Gremeye rastlanmamistir. S/Fibroin-M nanofiberlerde ise
1,1x10? cfu/mL kadar bakteriyel ireme gergeklesmistir. Pseudomonas aeruginosa

icin antibakteriyel aktivite goruntuleri Sekil 4.38’de verilmigtir.

Ozetle her iki bakteri icinde PEI(10)/Fibroin-G, PEI(20)/Fibroin-G ve
PEI(30)/Fibroin-G nanofiberlerde godrulen antibakteriyel aktivite Ag/Fibroin-G
nanofiberlerde goérulen aktivite kadardir. S/Fibroin nanofiberler ise S. aureus’a
karsi herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken P. aeruginosa’ya karsi bir
mililitredeki bakteri sayisinda, kontrol grubuna gbére 1 logaritmik dusus

gOstermigtir.
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Sekil 4.35 Staphylococcus aureus icin 5 saat sonunda bakteri sayisi (cfu/mL)
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Sekil 4.36 Pseudomonas aeruginosa igin 5 saat sonunda bakteri sayisi (cfu/mL)
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Sekil 4.37 Biyonanotekstillerin Staphylococcus aureus igin antibakteriyel aktivite
test goruntuleri; A) Fibroin-M, B) Ag/Fibroin-G, C) PEI(10)/Fibroin-G,
D) PEI(20)/Fibroin-G, E) PEI(30)/Fibroin-G, F) S/Fibroin-M
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Sekil 4.38 Biyonanotekstillerin Pseudomonas aeruginosa igin antibakteriyel aktivite
test goruntuleri; A) Fibroin-M, B) Ag/Fibroin-G, C) PEI(10)/Fibroin-G,
D) PEI(20)/Fibroin-G, E) PEI(30)/Fibroin-G, F) S/Fibroin-M
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4.8. Biyonanotekstillerin  Sitotoksisite ve Antibakteriyel Etkilerinin

Karsilagtiriimasi

Bu tez kapsaminda oOnerildigi gibi PEI igeren fibroin bazli biyonanotekstiller
antibakteriyel 6zellige sahiptir. Ag/Fibroin 6rneklerle karsilastirildiginda PEI/Fibroin
orneklerin daha avantajl oldugu diagunulmektedir.

PEI/Fibroin 6rneklerin hlicre Uzerine toksik etkilerinin olmadigi bu calisma ve
literatirde yapilan c¢aligsmalar ile ispatlanmistir. Ancak hucrelerde basta DNA
hasari olmak (zere, glimis nanopartikiillerden salinan Ag® iyonlari protein ve
enzimlerin tiyol gruplarina baglanarak hicrelerin solunum ve tasima sistemlerine
zarar vermektedir. Ayrica ortama salinan Ag® iyonlari in-vivo’ da reaktif oksijen
tirevlerinin (ROS) olusumunu arttirarak hicreler Gzerinde oksidatif strese neden
olmaktadir. Diger taraftan gUmus nanopartikillerin antimikrobiyal aktiviteleri
kisitlidir, sadece biyomalzemeden ortama salim yaptiklari sirece antimikrobiyal

etki gosterirler. Diger bir deyisle doza bagl etki gostermektedirler.

Ancak PEIl iceren drneklerde, polimerin kimyasal olarak kararli olmasindan dolayi
antibakteriyel 6zelligi daha uzun sureli olacaktir. Tekstil malzemelerine bu sekilde
kazandirilan antibakteriyel 6zellik hiicresel ve ¢evresel zarari minumuma indirmesi

agisindan  6nem tasimaktadir (Kenawy, Worley ve ark. 2007).
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5. SONUGLAR

Bu tez calismasinda, antibakteriyel Ozellikte biyonanotekstillerin geligtiriimesi
hedeflenmistir. Bu amaca yonelik ipek fibroin bazli, Ag/Fibroin, PEI/Fibroin ve
S/Fibroin nanofiber membranlar Uretilmis ve bunlarin morfolojik, termal, sitotoksik

etki ve antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir.

Elektroegirme sistemi ile duretien ve daha sonra kararli hale getirilen
biyonanotekstillerin  6rgusuz yapida duzgun fiberlerden olustugu SEM

mikrofotograflari ile gosterilmistir.

Dusuk polimer derisimlerindede (%1-10) nanofiber olusumu gerceklesmezken
“boncuk” seklinde yapilarin olustugu gézlenmistir. Polimer derisimi yukseltildiginde
(%10-20) ise daha duzgln yapida nanofiber aglarinin olustugu gézlenmistir. %13
(w/v) fibroin derisiminde 246 nm ortalama g¢apa sahip nanofiberler elde edilmistir.
Ag/Fibroin nafiberlerin sonuglari incelendiginde % 0.5 (w/v) AgNO3; derisiminde
181 nm, %1 (w/v) AgNO3 derisiminde ise 70 nm ortalama ¢apa sahip nanofiberler
elde edilmistir. PEI/Fibroin nanofiberler incelendiginde %10 (w/v) PEI derisiminde
144 nm, %20 (w/v) PEI derisiminde 210 nm ve % 30 (w/v) PEI derigiminde 236 nm
ortalama c¢apa sahip nanofiberler elde edilmistir. PEI derisimleri arttikca fiber
caplarinda kalinlasma meydana gelirken nanofiberlerin  homojenligi ve
kararlihginin bozuldugu gorilmastir. %13 (w/v) sllfatlanmig fibroin derigsiminde

181 nm ortalama ¢apa sahip nanofiberler elde edilmigtir.

Sulu ortamda kararli nanofiberler elde etmek icin glutaraldehit buhari ve metanol
muamelesi olmak tzere iki farkli yontem uygulanmistir. PEI/Fibroin nanofiberler ilk
asamada 24 saat glutaraldehit buharina maruz birakilarak ¢apraz baglanmiglardir.
Ancak nanofiberlerin SEM analizleri incelendiginde biyonanotekstillerin nanofiber
yapilarinin bozularak film haline donustigu izlenmistir. Optimum GA buharina
maruziyet slresinin ayarlanmasi igin nanofiberler belirli saat araliklarinda GA
buharina maruz birakilmislardir. Nanofiberlerin SEM analizleri incelendiginde GA
buharina maruziyet suresi arttikga nanofiber ¢aplarinda artis oldugu gézlenmis ve
yaklasik 12. saatten sonra nanofiberler film haline dénusmaustur. Yapilan deneyler
sonucunda nanofiberler igin optimum ¢apraz baglanma suresinin 3 saat olduguna

karar verilmigtir.
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Fibroin, Ag/Fibroin ve S/Fibroin nanofiberler metanol muamelesi ile kararli hale
gegcirilmiglerdir. Metanol muamelesi ile ipek fibroin amorf silk | konformasyonundan
silk 1l konformasyonuna gecirilmistir. (-kristalin yapisina gecen nanofiberlerin

caplarinda kalinlasma meydana gelmigtir.

FTIR, DSC ve TGA analizleriyle nanobiyotekstillerin yapisal ve termal ozellikleri
aydinlatiimigtir. Metanol muamelesi gérmus biyonanotekstillerin; Fibroin, Ag/fibroin
ve S/Fibroin nanofiberler silk Il (B-kristalin) konformasyonunda oldugu izlenmigtir.
Bununla birlikte PEI/Fibroin nanofiberler silk | yapisinda kararli fiberler
olusturduklari gozlenmistir. Biyonanotekstillerin termal analizleri incelendiginde
Fibroin nanofiberler ve Ag/Fibroin nanofiberler arasinda termal olarak en kararli
yapiyi silk II (B-kristalin) konformasyonuna gegen nanofiberler géstermistir. Bunlari

capraz baglanmis nanofiberler ve hicbir islemden gegmemis nanofiberler izlemistir.

Biyonanotekstillerin sitotoksisite sonuglari incelendiginde, metanol muamelesi ile
kararl hale gecirilmis membranlarda % canli hiicre oraninda kontrol grubuna goére
%10 disus yasanmistir. Glutaraldehit buhariyla kararli hale gegirilmis Ag/Fibroin
nanofiberlerin sitotoksisiteleri incelendiginde, % canli hlcre oraninda kontrol
grubuna goére % 42 dusis yasanmistir. Bu sonug 1s1dinda glutaraldehit buhariyla
kararli hale gegcirilmis Ag/Fibroin nanofiberlerin fibroblast hicreleri icin oldukca
toksik oldugu gorulmuagtir. Metanol muamelesi uygulanmis  Ag/Fibroin
nanofiberlerin termal ve yapisal analizleri, nanofiberlerin silk | yapisindan silk Il
yapisina gectigini gostermektedir. Boylece nanofiberlerin yapisinda bulunan Ag
nanopartikuller, nanofiberlerin silk Il B kristalin tabakasina ge¢cmesiyle kristalin
tabakalar arasina hapsolmus ve ortama salinmamigtir. Ortama salinmayan gumus
nanopartikillerde ilk asamada hucreler igin toksik etki olusturmamaktadir.
Glutaraldehit buharina maruz kalan Ag/Fibroin nanofiberler ise silk | yapisinda
konformasyonlarini  koruyarak c¢apraz baglanmiglardir. Bunun sonucunda da
nanofiberler arasinda bulunan Ag nanopartikiller ortama salinmig ve hucreler igin

toksik etki olusturmustur.

Biyonanotekstillerin antibakteriyel aktivite sonuglarinda, Staphylococcus aureus
icin antibakteriyel aktivite sonuglari incelendiginde; Fibroin-M ve S/Fibroin-M
nanofiberlerde antibakteriyel etki gbézlenmezken, Ag nanopartikil igeren

biyonanotekstiller ve PEI iceren biyonanotekstillerde bakteriyel Uremeye
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rastlanmamigtir. Pseudomonas aeruginosa igin antibakteriyel aktivite sonuglari
Fibroin-M antibakteriyel etki gdzlenmezken, benzer sekilde Ag/Fibroin ve
PEI/Fibroin  Orneklerinde bakteriyel Uremeye rastlanmamistir.  S/Fibroin
nanofiberler S. aureusa kargi herhangi bir antibakteriyel etki gostermezken P.
aeruginosa’ya kargi bir mililitredeki bakteri sayisinda kontrol grubuna gére 1

logaritmik dusus gOstermistir.

Sonu¢ olarak Staphylococcus aureus ve Pseudomonas aeruginosa igin
PEI/Fibroin biyonanotekstillerinin giimus nanopartiklller igceren 6rnekler kadar
antibakteriyel etkiye sahip oldugu gorulmustur. Diger taraftan, bu tez kapsaminda
onerilen PEI iceren fibroin bazl biyonanotekstiller antibakteriyel ozelliklerinin
olmasi ve biyouyumluluklari nedeniyle Ag/Fibroin 6érneklerden daha avantajli
olduklari gérilmustur. Bu nedenle PEI/Fibroin biyonanotekstillerin yeni nesil yara

Ortusi  olarak  yara iyilesmesini tesvik edecegi  dusunulmektedir.
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