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Rejeneratif tip ve doku miihendisligi alanlarinda skarsiz yara iyilesmeyi saglamada onemli
gelismeler olsa da halen miikemmel cilt iyilestirme konusu bir zorluk olarak karsimizdadir. Detayli yara
iyilesme siireclerinin incelenmesinde, in vitro testler; spesifik bilesiklerin etkilerini ve buna bagli genetik
degisimleri degerlendirmede mitkemmel bir ara¢ olmalari nedeniyle 6nem kazanmaktadir. Yara iyilesme
asamalarindaki karmasikligi agiklamada iki boyutlu (2B) hiicre kiiltiirii yetersiz kalmakta bu siiregte in vitro
ii¢ boyutlu (3B) modellerin hiicre matrisi ve hiicre-hiicre etkilesimleri tercih edilmektedir. Hiicrelerin
tercihi optimal hidrofiliklik, hiicresel yapisma, go¢ ve ¢ogalma igin ¢ok sayida hiicre baglanma yerine sahip
olmasi agisindan dogal polimerlerdir. Ancak dogal polimerlerin yeterli mekanik mukavemetinin olmamasi,
bir tiretimden digerine varyasyon gostermesi ve patojen bulagsma riskinden dolay: alternatifi sentetik
polimerlerdir. Sentetik polimerler dayanikli mekanik 6zellik yaninda gesitli ¢oziiciiler ve 1s1l iglemlerle
islenebilir ancak hiicre afinitesi, yiiksek hidrofobiklik ve hiicre tanima bdlgelerinin olmamasi gibi
ozellikleri mevcuttur. Coziim olarak dogal-sentetik kompozit polimerlerin kullanimi 6nerilmektedir.
Doktora tez ¢aligmasinda antimikrobiyal peptit (AMP) LL37 enkapsiile edilmis kitosan nanopargaciklarinin
(LL37-CSNP) elde edilmesi igin kitosan nanopartikiiller (CSNP) iyonotropik jelasyon yontemi ile
iiretilmis, ardindan LL37, CSNP’ler ile enkapsiile edilmistir. Ikinci asamada polikaprolakton (PCL) ve
Jelatin (Jel) igeren kompozit polimer ¢ozeltisinin elektro-egirilmesi ile iiretilen fiber mat tizerine LL37-
CSNP’ler emdirilmistir. Uciincii asamada fonksiyonlandirilmis fiber matin laboratuvar kosullarinda
iiretilen 3B in vitro insan cilt moldellerine uygulanarak yara iyilestirici etkisi ve antibakteriyel etkisi
degerlendirilmistir. NP’ler ve fiberlerin morfolojileri FE-SEM ile analiz edilmistir. Kompozit liflerin
kimyasal yapilarini karakterize etmek i¢in FTIR spektroskopisi yapilmistir. Lifli agin mekanik 6zellikleri
ve 1slanabilirligi dl¢iilmiistiir. Matlarin in vitro bozunma hizi, mat agirligindaki degisikligin izlenmesiyle
belirlenmistir. Fiber matin antibakteriyel etkisi mikro plakadaki bakteri tiremesi belirlenerek
degerlendirilmistir. In vitro li¢ boyutlu deri modelleri gelistirilmistir. Dokular izerinde hematoksilin eosin
(H&E) boyama ve immiinohistokimyasal incelemeler yapilmistir. Sonuclar degerlendirildiginde, 15 pg/mL
LL37 enkapsiile edilmis olan CSNP’lerin boyutlar1 210,90+2.59 nm, polidispersite indeksi (PDI)
0,306+0.02 ve Zeta potansiyeli 51,21+0.93 bulunmustur. 15-LL37-CSNP’lerde LL37 enkapsiilesyon
verimi %80 bulunurken, NP’lerden LL37 salimi birinci derece modeliyle uyumlu bulunmustur. LL-37’nin
kiiresel yap1 sergileyenen 15-LL37-CSNP’ler gostermis olduklart fizikokimyasal &zellikleri,
biyouyumluluklar1 ve antibakteriyel etkileri ile c¢alismanin bir sonraki asamasinda fiberlerin
fonksiyonlandirilmast i¢in uygun bulunmustur. PCL/Jel fiber matin fizikokimyasal test sonuclar1 ortalama
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fiber caplarinin 510,3£227,61 nm oldugunu gosterirken, fiber matin hidrofilik 6zellikte olmasi ve
biyouyumlu bulunmasi biyomedikal uygulamalar i¢in uygunlugunu desteklemistir. Doktora ¢alismasinin
bir diger asamasi olan in vitro li¢ boyutlu deri modellerinde H&E ve immiinohistokimya analizleriyle
involukrin, sitokeratin, laminin proteinlerinin ifadeleri mikroskopik olarak gosterilmistir. 15-LL37-
CSNP’lerin in vitro modellerde punch ile olusturulan yaralarin kapanmasima etkisi MTT analizi ve
mikroskopik incelemelerle gosterilmistir. Tez c¢aligmasinda yara iyilestirme potansiyeli gosteren
fonksiyonel biyomalzeme gelistirilmis olup, yara iyilestirici etkinligi projede gelistirilen yara modellerinde
dogrulanmstir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal Peptit, Doku Miihendisligi, Elektro-egirme, Fiber,
Jelatin, Kitosan Nanopartikiil, LL37, PCL
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Despite significant advancements in regenerative medicine and tissue engineering aimed at
achieving scarless wound healing, attaining perfect skin regeneration remains a major challenge. In the
detailed investigation of wound healing processes, in vitro tests have gained prominence as they are
excellent tools for evaluating the effects of specific compounds and associated genetic changes. However,
two-dimensional (2D) cell cultures are insufficient to fully explain the complexity of wound healing stages;
thus, in vitro three-dimensional (3D) models are preferred due to their ability to mimic cell-matrix and cell—
cell interactions. Natural polymers are typically favored for cell compatibility, offering optimal
hydrophilicity, cellular adhesion, migration, and proliferation due to the abundance of cell-binding sites.
Nevertheless, natural polymers often suffer from poor mechanical strength, batch-to-batch variability, and
a potential risk of pathogen contamination. To overcome these limitations, synthetic polymers serve as
alternatives, offering robust mechanical properties and processability with various solvents and thermal
methods. However, their drawbacks include low cell affinity, high hydrophobicity, and lack of recognition
sites for cells. As a solution, the use of natural-synthetic composite polymers has been proposed. In this
doctoral study, antimicrobial peptide (AMP) LL37-loaded chitosan nanoparticles (LL37-CSNPs) were
developed. Initially, chitosan nanoparticles (CSNPs) were produced using the ionotropic gelation method,
followed by the encapsulation of LL37 into these CSNPs. In the second phase, LL37-CSNPs were
embedded onto a fibrous mat fabricated by electrospinning a composite polymer solution containing
polycaprolactone (PCL) and gelatin (Gel). In the third phase, the functionalized fibrous mat was applied to
lab-grown 3D in vitro human skin models to evaluate its wound healing capacity and antibacterial activity.
The morphology of the nanoparticles and fibers was analyzed by FE-SEM. FTIR spectroscopy was
performed to characterize the chemical structure of the composite fibers. The mechanical properties and
wettability of the fibrous mats were also measured. The in vitro degradation rate of the mats was determined
by monitoring weight changes over time. The antibacterial effect of the mats was evaluated based on
bacterial growth inhibition in microplates. Additionally, 3D in vitro skin models were developed.
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Histological (H&E staining) and immunohistochemical analyses were conducted to assess the expression
of key skin proteins such as involucrin, cytokeratin, and laminin. Based on the results, LL37-CSNPs
containing 15 pg/mL of LL37 exhibited a particle size of 210.90 = 2.59 nm, a polydispersity index (PDI)
0f 0.306 + 0.02, and a zeta potential of 51.21 £ 0.93 mV. The encapsulation efficiency of LL37 in 15-LL37-
CSNPs was found to be 80%, and LL37 release from the nanoparticles followed a first-order kinetic model.
Due to their physicochemical properties, biocompatibility, and antibacterial effects, the spherical 15-LL37-
CSNPs were deemed suitable for fiber functionalization in the next phase of the study. The physicochemical
tests of the PCL/Gel fiber mats indicated an average fiber diameter of 510.3 + 227.61 nm, hydrophilic
character, and biocompatibility, supporting their potential for biomedical applications. In the final phase of
the doctoral research, the expression of involucrin, cytokeratin, and laminin proteins in the 3D in vitro skin
models was demonstrated via H&E staining and immunohistochemistry. The wound-healing effect of 15-
LL37-CSNPs on punch-induced wounds in the models was confirmed by MTT assay and microscopic
evaluations. As a result, a functional biomaterial with demonstrated wound healing potential was
developed, and its effectiveness was validated using the custom-designed wound models in this study.

Keywords: Antimicrobial Peptide, Tissue Engineering, Electrospinning, Fiber, Gelatin,
Chitosan Nanoparticle, LL37, PCL
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1. GIRIS

Insan viicudunda en biiyiik organ, deridir. Derinin organizmada islevsel
vazgecilmezligi bariyer gorevinin siirdiiriilmesidir (Stamm ve ark., 2016). Deri patolojik
enfeksiyonlara karsi Onleyici fiziksel bir bariyer olma gorevi yaninda, hidratasyon,
termoregiilasyon ve viicut metabolizmasini koruma gibi bir dizi hayati iglevleri yerine
getirmektedir (Anjum ve ark., 2017). Derinin yiizeysel bolgeleri milkemmel bir sekilde
iyilesme sergilerken derin bolgelerde ise uygun tedavi tiirleri olmadan zor iyilesme
sergilemektedir. Yara tedavilerinin yeterli olmamasi veya zamaninda miidahale
edilememesi durumunda cildi normal haline getiremez boylelikle ciddi saglik sorunlarina
hatta &liimlere yol agar. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ne gore, 180.000 &liim yanik
nedeniyle gerceklesmekte ve her yil 11 milyondan fazla cilt yarasi i¢in zamaninda ve
etkili tibbi miidahale gerekmektedir (Sun ve ark., 2022). Sadece Amerika Birlesik
Devletleri’'nde 6,5 milyon kronik yaralara sahip hasta oldugu, yillik maliyetin 25 milyar
ABD dolar1 oldugu tahmin edilmekte ve ek olarak akut veya travmatik yaralarda yilda 7-
10 milyar dolar oldugu tahmin edilmektedir (Chen ve ark., 2014; Stamm ve ark., 2016).
Yaralanmalar i¢in skarsiz yara iyilesmeyi saglamada muazzam adimlar atilmis olsa da
halen miikemmel cilt 1yilestirmek 6nemli bir zorluk olmaya devam ediyor (Sun ve ark.,
2022). Yara iyilesme asamalari hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve dokunun
yeniden sekillenmesi olmak iizere karmasik dort siirecten olugsmaktadir (Chen ve ark.,
2014). Detayl1 yara iyilesme siireclerinin incelenmesinde in vivo deneyleri
gergeklestirmeden once in vitro testlerin gergeklestirilmesi onem arz eder. In vitro teste
oncelik verilmesindeki asil maksat, spesifik bilesiklerin etkisinin beraberinde genetik
degisimlerin de iyilesme siireci iizerindeki etkisini incelemede miikemmel bir arag
olmasidir. Yara iyilesme siirecindeki karmasiklik, iki boyutlu (2D) hiicre kiiltiiriin ifade
edebilmesinin oldukca 6tesindedir bu ylizden yeni ii¢ boyutlu (3D) in vitro modeller
tyilesme siirecindeki hiicre matrisi ve hiicre-hiicre etkilesimleri gibi karmasik siirecleri
modellemesinden dolay1 tercih edilmektedirler (Stamm ve ark., 2016).

Rejeneratif tipta hiicre temelli tedaviler ve doku miihendisligi en ¢ok calisilan iki
yontemdir. Doku islevini onaran, koruyan veya arttiran biyolojik ikameler iiretmek i¢in
disiplinler arasi1 bir alan olan doku miihendisligi, in vitro ortamlarda implante edilebilir
dokular olusturma amaciyla hiicrelerin, yapt iskelelerinin ve biiyiime faktorlerinin
kombinasyonundan  faydalanir. Malzeme secimi ve optimizasyonu doku

implantasyonunun basarisini belirleyen kilit unsurlardir. Hiicrelerin tercihi optimal



hidrofobiklik, hiicresel yapisma, goc ve ¢ogalma i¢in ¢ok sayida hiicre baglanma yerine
sahip olmasi acisindan dogal polimerlerdir. Dogal dokularin hiicre dist matrisinden
(ECM) tiiretilen polimerler, sinyal molekiillerine gegici rezervuar goérevi gorebilecek bol
miktarda biiylime faktorii baglanma bolgelerine sahiptir. Ancak dogal polimerlerin yeterli
mekanik mukavemetinin olmamasi, partiden partiye varyasyonlar ve patojen bulasma
riskinden dolay1 alternatif, sentetik polimerlerdir. Sentetik polimerler mekanik 6zellik
yaninda ¢esitli ¢oziicliler veya 1s1l islemlerle islenebilir. Ancak sentetik polimerlere kars1
hiicre afinitesi, yiiksek hidrofobiklik ve hiicre tanima boélgelerinin olmamasi nedeniyle
nispeten diistiktiir. Bu duruma ¢6ziim olarak arastirmacilar sentetik ve dogal polimerlerin
kombine halinde kullanilmas1 6nerdiler. Kompozit halde dogal polimerler sito-uyumluluk
saglarken sentetik polimerler ise omurgay1 olusturarak mekanik kuvvetlere dayaniklilik
sergiler (Farzamfar ve ark., 2020).

Son yillarda belirli hastaliklarin  tedavisinde dendrimerler, lipozomlar,
nanokabuklar, emiilsiyonlar, nanotiipler ve fiberler seklinde ilag tasiyabilen fonksiyonel
nanomalzemelerin iiretiminde nanoteknoloji gelismektedir. Fiberler nano 6l¢ekte bir capa
sahip nanolifler, lif liretim yontemlerinden elektro-egirme teknigi ile liretilmektedir. Son
on yilda yara pansuman ve yerel kanser tedavisi gibi farmasotik uygulamalar icin
antibakteriyel veya antikanser ilaglarla ytiklii fiber mat malzemelerin iiretiminde elektro-
egirme tekniginin kullanimi iizerine ¢alismalarin sayis1 artmistir. Boylelikle elektrospun
iriinlere kolaylikla farkli ilaglarin entegre edilebilmesi ve bunlarin salim profilleri,
liflerin morfolojileri, gozeneklilikleri ve bilesimleri degistirilerek diizenlenmektedir
(Parham ve ark., 2020; Farokhi ve ark., 2018; Ding ve ark., 2019; Moeini ve ark., 2020;
Homaeigohar ve Boccaccini, 2020; Huesca-Uriostegui ve ark., 2022). Fiberler yara
sargilari, yara iyilestirme iskeleleri, rejeneratif tip, cilt dokusunun biyomiihendisligi ve
cok yonlii ilag dagitim1 gibi oldukca genis uygulama yelpazesi olan biyomedikal alanda
muazzam potansiyelde yeni bir nanomalzeme bigimi olarak karsimizdadir (Behere ve
Ingavle, 2022).

Fiberler, dogal deri organ ECM’de yer alan protein fibrillerinin boyut ve yapisini
oldukca miikemmel kopyalayabilmekte, yara iyilesmesi ve cilt yenilenmesi
uygulamalarinda iyilesmeyi tesvik eden bir mikro-ortam yaratmaktadir. Ikincisi fiberler
hava ve nem gecirgenligini saglamasi yaninda dis patojen istilasina karsi engelleyici
etkisi, kiiciik gézenek boyutu, yiiksek gozeneklilige sahip bir yap1 olmasidir. Ugiinciisii
yara iyilestirme verimliligi ve rejenerasyon sonuglarini iyilestirmek amaciyla elektro-

egirme teknigi biyoaktif ve terapotik ajanlar1 yliklemek i¢in ilag tasiyicilar1 olarak gorev



alabilir (Wu ve ark., 2021b; Schneider ve ark., 2009; Memic ve ark., 2019; Gao ve ark.,
2021; Liu ve ark., 2021; Gao ve ark., 2018; Li ve ark., 2022). Fiberler ila¢ ¢oziintirligii
ve terapOtik etkinligi arttirabilen genis spesifik yiizey alani ortaya koyar. Coklu ajanlar
(antimikrobiyaller, bliylime faktorleri gibi) karisim, koaksiyel ve emdiilsiyon elektro-
egirme teknigi kullanilarak fiber aglara entegre edilmektedir. Fonksiyonel bir fiber yara
oOrtlisti tasarlamada gereken Olciitler yara tipinin ozellikleri, yara iyilesme siiresi, yara
ortiistinlin mekanik, fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin tiimiinii kapsamaktadir. Bu
asamada birincil hedef miimkiin olan en hizli yara iyilesmesi oranlarina ve en iyi yara
iyilesmesi performasina ulasmak olacaktir (Miguel ve ark., 2018; Esentiirk ve ark., 2016).
Elektro-egirme teknigi enjeksiyon ignesi ve toplama levhasi arasinda yiiksek voltajli bir
elektrik alaninin olusturuldugu, ardindan bir jet olusumu icin bir sivi damlaciginin
elektriklendirilerek gerdirme ve uzama islemleriyle lif olusumunun meydana geldigi bir
elektrohidrodinamik bir siireci kapsar (Rahmati ve ark., 2021; Xue ve ark., 2019).

Polimer iirlinleri kimyasal bilesimlerine gore dogal polimerler ve sentetik
polimerler olmak iizere iki sinifa ayrilmaktadir. Dogal polimerler miilkemmel derecede
biyouyumluluklari, bozunabilirlikleri ve hiicre-hiicre tanima yetenekleri sayesinde
biyomedikal ve farmasotik alanlarda yaygin olarak kullanilmakta olup gelismis yara
tyilesmesi uygulamalarinda daha arzu edilen islevleri elde etmek icin kendilerini
kimyasal veya biyolojik olarak degistirmeye izin veren bir¢ok aktif fonksiyonel gruba
sahiptir. Dogal biyopolimerler kitosan (CS), seliilloz, kollajen, jelatin (Jel), elastin,
keratin, ipek fibroin, zein, soya protein seklinde verilebilmekte olup sentetik polimerlere
gore biyouyumluluk, biyobozunurluk ve biyolojik sistemdeki toksik olmayan 6zellikleri
ile 6zel ilgi uyandirmistir. Sentetik polimerler kendi icinde sentetik bozunmayan
polimerler (poliliretan(PU), polidimetilsiloksan(PDMS), polietilen tereftalat(PET),
polietersiilfon(PES), polistiren(PS), poli(akrilik asit)(PAA), poli(metil
metakrilat)(PMMA) ve poli(di(etilen glikol) metil eter metakrilat)(PDEGMA) gibi) ve
sentetik bozunabilir polimerler (poli-e-kaprolakton(PCL), polilaktid(PLA), poli(laktid-
ko-glikolit)(PLGA), poli(vinil alkol)(PVA) ve polietilen-glikol(PEO) gibi) olarak
ayrilmaktadir. Sentetik bozunabilir polimerler bircok tibbi uygulama i¢in Amerika
Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir (Li ve ark., 2012;
Negut ve ark., 2020; Bacakova ve ark., 2019; Huesca-Uridstegui ve ark., 2022; Parham
ve ark., 2022)

Cesitli polimerler, nanopartikiiller ve diger bilesenlerin kombinasyonu, tek tek

bilesenlerin 6zelliklerinden daha iyi 6zelliklere sahip hibrit malzeme elde etmede yaygin



kullanilan bir stratejidir. Tek basina sentetik malzemeler, minimum degiskenlik
sergileyerek tasarlandigi gibi hassas ve tutarli bir sekilde firetilebilmesine ragmen
bozulmus yan iiriinlerinin proinflamatuar tepkilere yol acarak istenmeyen sonuglara
neden olabilir. Aksine tek basina dogal malzemeler biyolojik anlamda bir¢ok doku veya
organla uyumluluk sergilemekte ancak yara iyilesmesi i¢in tiim gereksinimleri
karsilayamamaktadir. Hem dogal hem de sentetik polimerlerin 6zelliklerinden
faydalanarak elde edilen dogal-sentetik kompozit materyaller yara iyilesme siirecindeki
eksikliklerin listesinden gelerek daha genis uygulamalarda yer bulmustur (Gomes ve ark.,
2017) sentetik biyomateryal grubu arasindan PCL 6zellikle biyomedikal alanda ¢ekicidir
ve hastalik modellerine uygulamalar1 basarilidir. Islenebilme kolaylig1, uygun maliyet
terapotik cekiciligine katki saglar. Bu agidan biyouyumlu sentetik polimer grubundan
olan poli-g-kaprolakton (PCL) en sik tercih edilen malzeme olup diger polyesterlerle
karsilastirildiginda belirli uygulamalar i¢in gerekli olan yavas bozunma karakteristigine
sahip ve bozunma iirlinleri dogada toksik etki olusturmamaktadir. PCL ¢esitli malzeme
gruplartyla miikemmel karisim uyumluluguna sahip olmakla birlikte bir dizi tibbi ve ilag
dagitim cihazinda kullanilan FDA onayli yari kristal biyobozunur bir polyesterdir.
Tersine jelatin (Jel) ise kolajenin (Col) kismi hidrolizi ile elde edilen protein bazli dogal
bir biyopolimerdir. Kalitsal biyobozunurlugu, biyouyumlulugu, diisiik immiinojenisitesi,
ekstraksiyon kolaylig1 yani sira diigiik maliyeti ve ticari bulunabilirligi sayesinde yara
tyilestirici pansumanlarda, cilt doku miihendisligi alanlarinda yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Bu materyal, Col’in denatiirasyon silirecinden gegerek aminoasit
bilesimini biiyiik 6l¢iide korur. Jel tip A, kolajen asidik ¢ozeltilere batirilarak iiretilirken
Jel tip B alkali kosullar altinda ekstrakte edilir (Nair ve Laurencin, 2005; Mondrinos ve
ark., 2006; Kweon ve ark., 2003; Foox ve Zilberman, 2015; Anjum ve ark., 2017). Jel’in
nanoliflere dahil edilmesi fibroblastlarin ve keratinositlerin baglanmasini, gociinii ve
cogalmasini tesvik etmenin yaninda temel ECM bilesenlerinin in vitro salgilanmasini,
biyouyumluluk, biyobozunurluk ve biyoaktivite gibi hiicreye uygun biyolojik
ozellikleriyle in vivo yara iyilesmesini hizlandirir (Behere ve Ingavle, 2022). Jelatin ve
cesitli adaylar arasindan 6zellikle PCL biyomedikal alanda biiyiik ilgiyle arastirilmigtir.
PCL ve jelatinin kompozit kullanimlari, bu malzemelerin tek basina uygulanmasiyla ilgili
bir¢cok dezavantaji ortadan kaldirmistir. PCL mekanik mukavemet saglayarak bozunma
olmadan doku yenilenmesi i¢in yeterli zamani1 kazandirir. Bu asamada Jel ise kompozit
yapinin yiizey 1slanabilirligini diizenleme ve hiicre tanima siteleri ile yapiy1 daha sito-

uyumlu hale getirir.



Lifli polimerik aglarin avantajlart ECM’in lifli bilesenini taklit etme, mikroplara
kars1 koruyucu bariyer olma, hasarli cildin nemini tutma, gaz aligverigine izin verme ve
yaradaki eksiidayr emme seklinde siralanabilmektedir. En anlamli 6zelligi biiyiime ve
anjiyojenik faktorler, sitokinler, hormonlar, vitaminler, antioksidanlar, antimikrobiyal ve
antitimor ajanlar, aminoasitler, yara iyilestirici peptitler ve antimikrobiyal peptitler
(AMP’ler) gibi oldukea ¢esitli biyoaktif molekiillerle yiliklenebilir olmalaridir (Albright
ve ark., 2018; Unnithan ve ark., 2015; Li ve ark., 2019).

Antibakteriyel bir etki saglamak i¢cin kompozit liflere AMP’ler, giimiis iyonlari,
ilaglar (antibiyotikler) veya dogadan tiiretilen antibakteriyel bilesikler entegre edilebilir.
Bu agidan AMP’lere yeni tedavi stratejileri olarak giderek daha fazla odaklanilmaktadir.
Gilintimiizde ¢oklu ilag direncine bagli mikrobiyal enfeksiyonlar, ciddi diisiiniilmesi
gereken bir tehdit olmakta, enfeksiyon sonucu yara iyilesememektedir. AMP’ler
mikrobiyal yayilmay1 kontrol etme ve bakteriyel enfeksiyonlara karst koyma gibi
ihtiyaglara umut verici alternatiflerdir. Diinya ¢apinda antimikrobiyal direng (AMR)
arastirmalarin odak noktasi halindedir ki bu noktalar: (i) mevcut olan veya yeni AMP’leri
belirleyerek etki mekanizmalart ve memeli hiicrelerine ve/veya kan hiicrelerine karsi
toksisiteleri dahil olmak tizere yaygin mikroorganizmalara karsi etkinliklerini karakterize
etmek, (i1) AMP’lerin proinflamatuar sitokinleri modiile etmedeki ve adaptif immiin
mekanizmasindaki roliinii degerlendirmek ve (iii) AMP dagitimi i¢in yeni yaklasimlari
belirlemek olarak siralanabilir (Patrulea ve ark., 2015; Homaeigohar ve Boccaccini, 2022;
Singh ve Jonnalagadda, 2020; Thapa ve ark., 2020; Gieringer ve ark., 2011; Abdel-Sayed
ve ark., 2016; Seppanen ve ark., 2019). AMP’ler hem Gram Pozitif (+) hem de Gram
Negatif (-) bakterilerine, viriislerine ve mantarlarina biyolojik aktivitesi 6zellikle ¢oklu
ilaclara direngli bakterileri 6ldiirme yetenekleri 6zel ilgi uyandirmaktadir. AMP’ler
negatif yiiklii bakteri duvar ile pozitif yiiklii AMP’ler arasindaki elektrostatik ¢ekim
mantigina gore hiicre zarmin biitlinliiglinii bozan etki mekanizmasi sergiler. AMP’ler
sitoplazmik membran yoluyla yayilabilir ve hiicre icinde birikebilir, ardindan DNA
replikasyonunu bloke eder, RNA ve protein sentezini bozar sonug¢ olarak hiicre duvari
lizisine yol agar. AMP’lerin bircogu antimikrobiyal aktivite yani sira doku rejenerasyon
siirecinde yara iyilesmesi ve anjiyogenez i¢in anahtar faktorleri uyararak hem in vitro
hem de in vivo olarak topikal uygulama sonras1 umut verici sonuglar verirler. Bu anlamda
yara restorasyonunda c¢ok onemli bir faktér olan dermal hiicrelerin anjiyogenezini,
gbclinii ve proliferasyonunu destekleyen AMP, insan katelisidin LL37°dir. LL37 hava

yolu epitel hiicrelerinin goclinii, ¢ogalmasini ve yara kapanmasini indiiklemistir.



Insanlarda en iyi karakterize edilen AMP’ler, LL37 ve defensinler olup makrofajlar,
notrofiller, mast hiicreleri ve dentritik hiicreler dahil olmak iizere cesitli hiicre tipleri
tarafindan iretilir. AMP’lerin ana engeli kisa eliminasyon yari Omiirleri olup kan
dolasiminda bir kez proteazlarin varliginda hizli bozunmalaridir. Bu nedenle AMP’lerin
cogu, Ozellikle yaralara topikal uygulamaya yoneliktir (Nuti ve ark., 2017; Ho ve ark.,
2016; Pfalzgraff ve ark., 2018; Patrulea ve ark., 2020; Steinstraesser ve ark., 2012;
Takahashi ve Gallo, 2017). LL37’nin verilmesi ve enfeksiyon kontrolii i¢in lipozomlar,
polimerler, lipidler ve hatta inorganik NP’ler dagitim sistemi olarak tanmitilmistir. Bu
nanotastyicilardan en uygun dogal biyopolimer CS olup ilag/gen dagitimi, doku
mithendisligi, kemik rejenerasyonu ve yara pansumanlari gibi biyomedikal alanda umut
verici aday haline gelmektedir (Martin-Serrano ve ark., 2019; Elbehairi ve ark., 2020).
CS, ila¢ dagitim sistemlerinde nanopartikiiller (NP’ler) olarak kullanilabilmektedir.
Ilaglar1 bozulmadan koruyabilir ve yar1 dmriinii arttirmak i¢in ila¢ salinimini siirdiirebilir
(Semwal ve ark., 2013; Ojeda-Hernandez ve ark., 2020; Kamal ve ark., 2021; Tzeyung
ve ark., 2019). Kitosan nanopartikiillerin (CSNP’lerin) bu benzersiz 6zellikleri sayesinde
ila¢ dagitim sistemlerinde en ¢ok arzu edilen biyolojik kapsiilleyici ajan olarak AMP’nin
kapstillenmesi, antibakteriyel aktiviteyi ve biyoyararlanimi gelistirmektedir (Hassan ve
ark., 2021; Elshaarawy ve ark., 2020; Piras ve ark., 2015).

Bu c¢alismada ilk asama LL37 antimikrobiyal peptidinin varligt CSNP’leri
icerisine enkapsiile edilmesi, ikinci asama PCL/Jelatin(PCL/Jel) kompozit polimer
¢oOzeltisinin elektro egirme yontemiyle fonksiyonel bir fiber mat tliretilmesi, son asamada
1se LL37-CSNP ¢o6zeltisinin PCL/Jel fiber mata emdirilerek elde edilmesi literatiirde bir
ilk olmustur. Bu anlamda LL37’nin biyolojik ortamda hizli bir sekilde ortamdan
kaybolmasin1 dnlemek amaciyla kitosan nanopartikiilleri ve kompozit lifler sayesinde
kontrolli bir dagitim sisteminin ortaya konulmasi planlanmaktadir. Ayrica
antimikrobiyalligi saglamada ge¢misten gliniimiize halen kullanilmakta olan antibiyotik
tedavilerine olan ihtiyaglarin azaltilmasi, antibiyotiklere karsi olusturulan direng
mekanizmasinin ve antibiyotiklerin olasi yan etkilerinin ortadan kaldirilmasi agisindan
yeni alternatif bir ¢dziim olacagi diisiiniilmektedir. LL37 nin antimikrobiyalligi yaninda
LL37’nin enkapsiile edilmesi i¢in kullanilan kitosan nanopartikiillerinin antimikrobiyal
etkisinin oldugu bilinmekte olup bu duruma gore kitosan nanopartikiillerinin de LL37
birlikteliginde antimikrobiyallik o6zelligi iizerine ek katki saglayip saglamayacagi
arastirilmistir. Bunun yani sira, laboratuvar kosullarinda in vitro olarak iretilen g

boyutlu insan cilt yara modeli, gercek insan cilt yarasini en yakin sekilde simiile eden



sistem olmas1 sayesinde, hdlen yaygin olarak kullanilan hayvan deneylerine olan ihtiyact
azaltma potansiyeline sahiptir. Ayrica, insan cilt dokusuna biyolojik a¢idan daha yakin
olmas1 nedeniyle, hayvan modellerinden elde edilen sonuglara kiyasla daha giivenilir ve

klinik a¢idan daha anlamli veriler saglayabilecegi diisiintilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Nanoteknoloji

Son yillarda en umut verici bilimsel disiplinlerden biri olarak ortaya ¢ikan
nanoteknoloji, nanometre (nm) boyutuyla ilgilenen ve gelismekte olan bir bilimdir
(Steinstraesser ve ark., 2008). Son zamanlarda nanoteknoloji ve polimerler ile birlikte,
diger alanlar arasinda ilag endiistrisinde ve terapdtik yeniligin dahil oldugu birgok alanda
oldukea biiyiik bir ilgi uyandirmistir (Agarwal ve ark., 2018). Birlesik Krallik Standartlar
Enstitlisti'nlin tanimina gore nanoteknoloji, nano 6l¢ekte kontrollii yapilarin, araglarin ve
sistemlerin tasarimi, karakterizasyonu, liretimi ve uygulamasi olarak tanimlanmaistir.
(Bawa, 2019). Parcacik boyutunun nano olcekli degerlere indirgenmesi, ylizey/hacim
oranini arttirmakta, bu da daha sonra mekanik, kimyasal ve optik 6zellikleri birkag kata
kadar gostererek pargaciklarin reaktivitesini artirmaktadir (He ve ark., 2019; Fahimirad
ve ark., 2020). Geg¢tigimiz on yilda, nanoteknolojideki arastirmalar katlanarak artmus,
bircok sirket tibbi tedavi, teshis, cevresel verimlilik ve enerji iiretiminde genis
uygulamalara sahip nano Olgekli malzemelerin yeni formlarinin {iretiminde

uzmanlagsmistir (Dasari ve ark., 2020; Jalali-Jivan ve ark., 2020).

2.1.1. Nanoteknolojide kullanilan polimerler

Nanoteknolojide kullanilan polimerler kendisini olusturan madde 6zelliklerine
gore dogal polimerler ve sentetik polimerlerdir (Gibas ve Janik., 2010; Tiiylek, Z., 2020).
Dogada yer alan biyolojik yapilardan elde edilen ve oldukga islevsel 6zellige sahip
polimerler dogal polimerler olarak adlandirilmaktadir. Kollajen, jelatin, aljinat, elastin,
aktin gibi proteinler, seliiloz, nisasta, dekstran, kitosan gibi polisakkaritler
sayilabilmektedir (Parham ve ark., 2022). Kollajen, bag doku igeriginde bolca bulunan
biyobozunur ve biyouyumlu bir protein olarak tanimlanmaktadir (Sezer ve Cevher, 2011).
28 tip kollajen ¢esidinin bulundugu ve en yaygin olanlarinin daha ¢ok deri, kemik ve
tendon gibi bag dokuda yer alan Tip I kollajeni bilinmektedir (Schrieber ve Gareis, 2007).
Kollajenin yapisi ilk kez Astbury tarafindan 1938 yilinda ortaya konulmustur (Houacinea
ark.,, 2018). Kitin’in de-asetilasyon islemi ile elde edilen kitosan, B-(1-4)-D-
glikozamin’in ve N-asetil-D-glikozamin’in rastgele baglanmasi ile olusturulmus lineer

aminopolisakkarit oldugu tanimlanmaktadir (Muzzarelli ve Muzzarelli, 2002). De-



asetilasyon derecesi, amino gruplarinin sayisinin, asetilamino gruplarinin sayisina orani
ile belirlenmektedir. Kabuklu deniz hayvanlarinin kabuk yapisinda yer alan ve seliilozdan
sonra en fazla bulunan dogal bir polimer olarak bilinen kitin olmaktadir (Wedmore ve
ark., 2006; Lopez-Chavez ve ark., 2006). Yara bolgesi lizerindeki hemostatik etkisi, pek
cok yara Ortiisiinde tercih edilme nedenini olusturmaktadir. Ayrica yara iyilesmesinde
erken faz reaksiyonunu arttirdig1 ve fibroblast formasyonunu hizlandirdig: bildirilmistir
(Paul ve Sharma, 2004). Ustelik kitosanin ayn1 zamanda ¢ok etkili bir adsorbent olmast,
toksik etkisinin olmamasi ve biyoaktif 6zelliklere sahip olmasi gibi nedenlerle ilag sanayi
uygulamalarinda yaygin olarak goriilmektedir (Giirsu, E., 2019). Aljinat, B-D(1-4)-
Mannuronik Asit (M) ile a-L(1-4)-Guluronik Asit (G) monomerlerinden olusan
biyobozunabilen lineer bir polisakkarit kopolimeri adiyla tanimlanmaktadir (Chrastil, J.,
1991). Laminaria ve ascophyllum tiirevleri gibi kahverengi alglerden dogal bir
polisakkarit tiirevi oldugu belirtilmektedir (Bahar, D. U., 2021). Aljinat lifleri ortamdaki
iyon varligima gore tersinir yapilar olusturmalart en temel iyon degisim &zelliginin
varligini belirtmektedir (Chrastil, J., 1991). Ayrica aljinat liflerinin emiciligini arttirmak
amactyla sodyum iyonlari, kalsiyum aljinat liflerine de eklenebilmektedir. Yara
bolgesinde eksuda ile temas halindeyken kalsiyum ve sodyum iyon degisimi ile meydana
gelen hidrofilik aljinat jeli, yara iyilesme siireci i¢in nemli bir ortam saglamakta
boylelikle epitelizasyon ve graniilasyon doku olusumunu arttirdig1 belirlenmektedir.
Ustelik aljinat igerikli yara ortiisii tarafindan serbest kalan kalsiyum iyonlari,
pthtilasmada rol oynayan protrombin maddesinin aktivasyonunda etkili olurken dahasi
kalsiyum ve lifli matris varligi kanin pihtilagmasinda yardimci olan materyalleri
desteklemektedir (Houacine ve ark., 2018).

Sentetik polimerlerden olan poli-e-kaprolakton (PCL), polilaktid (PLA) ve
poli(laktid-ko-glikolit) (PLGA) alifatik polyesterlerdir. PCL belirli uygulamalar i¢in
gerekli olabilen yavas bozunan bir polimerdir (Ali Akbari Ghavimi ve ark., 2015) ve
bozunma {iriinleri dogada toksik degildir (Wang ve ark., 2005). Polyester bozunmasinin
asidik tiriinleri, implantasyondan sonraki iyilesme stirecini etkileyebilir ve iltithaplanmaya
neden olabilir (Ceonzo ve ark., 2006). Bununla birlikte, PCL'nin yavas bozunmasi
nedeniyle, bu risk, 6nemli 6l¢iide daha hizli bozunan PLA ve PLGA'ya kiyasla 6nemli

Olctlide daha diisiiktiir (Woodruff ve Hutmacher., 2010).

2.2. Nanopartikiil
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Kitosan (CS), toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu ve biyolojik olarak
parcalanabilir yapisiyla dikkat c¢eken dogal bir polimerdir. Kitin (poli-N-
asetilglukozamin) tiirevi olan bu biyopolimer, deasetillenmis yapis1 sayesinde katyonik
Ozellik gosterir; yapisinda yer alan aktif amino gruplar ve hidroksil fonksiyonel gruplar,
CS'ye 6zgiin kimyasal reaktivite kazandirir. CS; polikatyonik yapisi, metal iyonlariyla
selat olusturma kapasitesi ve film olusturucu 6zelligi ile biyomedikal uygulamalarda
genis bir kullanim potansiyeline sahiptir. N-asetilglukozamin iceren monomer birimleri,
hemostazin uyarilmasina, hiicre proliferasyonunun desteklenmesine ve dolayisiyla yara
iyilesmesinin hizlanmasina katki saglamaktadir. Bu biyolojik 6zellikleri, kitosani
antimikrobiyal ajanlarin kapsiillenmesi amaciyla gelistirilen yeni nesil nanoteknolojik
sistemlerde gii¢lii bir aday haline getirmektedir. CS polimeri biyoaktif peptitlerin
tasinmasinda da yaygin olarak degerlendirilmistir. Kitosan nanopartikiiller (CSNP'ler) ile
kapsiillenen antimikrobiyal peptitlerin (AMP’ler), ¢esitli hayvan modeli ¢aligmalarinda
umut verici sonuglar verdigi gosterilmistir (Patrulea ve ark., 2015; Keong ve Halim.,
2009; Fahimirad ve Ajalloueian., 2019). Onceki in vivo yara iyilestirme ¢alismalarina
dayanarak, serbest formdaki LL-37 peptidinin yara bolgesindeki hizli degradasyonu ve
biyolojik dengesizlik nedeniyle terapotik etkisinin kisitlandigi bildirilmistir. Bu durum,
etkili bir klinik sonug¢ i¢in daha yiliksek dozlara ve daha sik uygulamalara ihtiyag
duyulmasina yol agmaktadir. Bununla birlikte, AMP’lerin CSNP i¢inde kapsiillenmesi,
peptitleri ¢cevresel stres faktorlerine karsi koruyarak stabilitelerini artirmakta ve biyolojik
yar1 Omiirlerini uzatmaktadir (Lin ve ark., 2020; Ramos ve ark., 2011). Ayrica bu yontem,
peptitlerin insan hiicrelerine karsi olusturabilecegi sitotoksisiteyi de onemli Olgiide
azaltmaktadir (Piras ve ark., 2015). Tiim bu avantajlar CSNP’leri AMP’lerin kontrollii
salinim1 ve hedefe yonelik dagitimi agisindan oldukga degerli bir tagiyict sistem haline

getirmektedir.

2.2.1. CSNP iiretim yontemi: iyonik jelasyon

CSNP sistemlerini hazirlamak icin iyonotropik jellesme, emiilsiyon c¢apraz
baglanma, nanopresipitasyon, tuzla disar1 ¢cikarma vb. gibi farkli yontemler kullanilmistir.
Bu yontemlerden birinin se¢imi, partikiil boyutu gereksinimi, aktif maddenin termal ve
kimyasal stabilitesi, salinim kinetik profillerinin tekrar edilebilirligi, nihai iirliniin
stabilitesi ve nihai iiriinle iliskili kalint1 toksisite gibi faktorlere baglidir. Bu calismada

iyonik CSNP iiretiminde jelasyon yoOntemine odaklanilmaktadir. Zit yikli
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makromolekiiller arasindaki komplekslesme kullanilarak CSNP’lerin hazirlanmast,
stirecin ¢ok basit ve hassas olmasi nedeniyle biiylik ilgi gormiistiir. Ayrica, kimyasal
capraz baglanma yerine elektrostatik etkilesimle tersinir fiziksel ¢apraz baglanma
uygulanarak, reaktiflerin olasi toksisitesi ve diger istenmeyen etkilerden kaginilmistir.
TPP, elektrostatik kuvvetlerle katyonik CS ile etkilesebilen bir polianyondur. Park ve
arkadaglari, CS damlaciklarin1 TPP ¢ozeltisine damlatarak TPP—CS kompleksinin
hazirlanmasini bildirdikten sonra, birgok arastirmaci bu yontemin potansiyel farmasdtik
kullanimin1 arastirmistir (Park ve ark., 2006). Iyonik jellesme ydnteminde, chitosan,
CS'nin katyonunu elde etmek icin sulu asidik ¢ozeltide ¢oziiliir. Bu ¢dzeltiden sonra,
strekli karigtirma altinda damla damla polianyonik TPP ¢dzeltisine eklenir. CS
molekiillerinde, TPP'nin negatif yiiklii fosforik iyonlariyla reaksiyona girerek capraz
baglanmis CSNP olusturabilecek bol miktarda NH3 grubu bulunur (Debnath ve ark.,
2011). CS, aralarindaki karsiliklt orana bagl olarak farkli ¢aplarda nanopartikiiller

olusturmak i¢in polifosfat iyonlart ile etkilesime girer (Agarwal ve ark., 2018).

2.3. Fiber

Fiberler, genellikle nanometre 6l¢eginde capa sahip liflerdir (Parham ve ark.,
2022). Fiberler farkli iiretim yontemleriyle elde edilebilir. Bunlar arasinda bakteriler
tarafindan iretilen nanoseliiloz gibi biyolojik sentez yoOntemleri, kendi kendine
diizenlenme, faz ayrimi, ara yiizey polimerizasyonu, antisolvent ¢okeltme, eriyik isleme
gibi teknikler yer alir. Elektriksel olarak iletken malzemeler i¢in uygun yontemler de
mevcuttur. Bunlar arasinda elektro-egirme, hem sade uygulama prensibi hem de yliksek
verimliligi sayesinde 6ne ¢ikar. Ayrica bu yontem, polimer bazl liflerin 6lgeklenebilir ve
kontrollii iiretimi agisindan oldukga avantajlidir (Bacakova ve ark., 2019a; Manoukian ve
ark., 2017; Rasouli ve ark., 2019).

Elektrospin yontemiyle {iretilen fiber bazli yapilar, yara bolgesinde etkin bir
fiziksel bariyer olusturarak agik yarayr dis c¢evresel faktorlerden ve eksojen
mikroorganizmalarin olas1 kontaminasyonundan koruma potansiyeline sahiptir. Bu tiir
elektrospun iskelelerin mimarisi, dogal hiicre dis1 matrisi (ECM) yliksek diizeyde taklit
edebilme kapasitesi sayesinde, hiicrelerin adezyon, yayilim ve proliferasyon siireclerini
destekleyebilecek uygun bir mikrogevre sunar (Serio ve ark., 2019). Boylece doku
yenilenmesi i¢in ideal bir biyolojik sablon gorevi goriirler. Elektrospun matlar ayn

zamanda, gaz alisverisine izin veren, yara eksiidalarinin uzaklastirilmasini kolaylastiran
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ve nemli yara iyilesme ortaminin korunmasima katki saglayan yapilar olarak one
cikmaktadir (Deng ve ark., 2018). Bu mikrocevresel 6zellikler, yaranin iyilesme siirecini
hizlandirmak agisindan 6nemli avantajlar sunar. Tiim bu niteliklere ek olarak, elektrospun
yapilar ¢esitli biyoaktif molekiiller, terapotik ajanlar veya antimikrobiyal bilesiklerle
yiiklenebilir. Bu sayede, bu ajanlarin yara bolgesine kontrollii ve hedeflenmis salinimi
saglanarak hem enfeksiyon riski azaltilabilir hem de yara iyilesmesi daha etkin bigimde
desteklenebilir (Jiang ve ark., 2016).

Dogal ve sentetik biyobozunur polimerler arasinda, polilaktik asit (PCL) ve jelatin
(Jel), yara Ortiisii materyali olarak en yaygin sekilde arastirilan iki 6nemli bilesiktir. PCL,
yiiksek biyouyumlulugu, biyobozunabilirligi, islenebilirligi ve mekanik dayaniklilig: ile
one cikarken (Xu ve ark., 2018); Jel ise iyi porozite, sivi tutma kapasitesi, antijenik
olmayan yapist ve hiicre-spesifik baglanma bolgeleri gibi 0Ozellikleriyle dikkat
¢ekmektedir (Aldana ve ark., 2019). Ancak her iki polimerin de kendi baslarina belirli
sinirliliklart bulunmaktadir. PCL, yapisal olarak hidrofobik bir karaktere sahiptir,
hiicrelere 6zgli tanima bdlgelerinden yoksundur (Liverani ve Boccaccini., 2016) ve
bozunma hiz1 gorece yavastir (Pal ve ark., 2017). Buna karsilik, Jel ise hidrofilik yapida
olup hizli bozunabilirlik gosterir ve mekanik dayanimi disiiktiir (Fallah ve ark., 2016).
Ayrica, bazi sentetik polimerlerden elde edilen elektrospun liflerin insan dermal
fibroblast hiicrelerine maruz kalmasi durumunda immiin yanit olugabilecegi bildirilmistir
(Blackstone ve ark., 2018). Bunedenle, PCL ve Jel birlikte kullanimi, her iki malzemenin
eksik yonlerini dengeleyip giiclii yanlarin1 bir araya getirmek adina akilci bir ¢6ziim
sunar. Bu tiir hibrit yapilar, yalnizca mekanik olarak dayanikli olmakla kalmaz; aym
zamanda hiicrelerle biyolojik etkilesimi destekleyen yapilar olusturarak yara iyilesme

stirecini daha etkili ve hizli bir sekilde destekleyebilir.

2.3.1. Fiber mat iiretim yontemi: elektro-egirme

Elektro-egirme, ¢ap1 birka¢ mikrometreden nanometrenin altina kadar degisen
ultra ince liflerin {iretimi i¢in esnek ve ilging bir teknolojidir (Jiang ve ark., 2018).
Elektro-egirme teknolojisi, ortalama boyut, gozeneklilik ve morfoloji iizerinde hassas
kontrole sahip son iskeleyi elde etmek i¢in dolgu maddelerini ve polimerleri isleme
teknigidir (Mochane ve ark., 2019). Eriyik tifleme, zorla egirme, kendi kendine montaj,
sablon sentezi ve elektro-egirme gibi farkli teknikler, liflerin capin1 mikron ile nanometre

boyutlar1 arasinda degistirebilir, boylece polimer malzemelerden veya dolgulardan olugan



13

ultra ince lifli membranlar {iretilebilir. Elektrospinning, kiiciik ila alt mikron veya
nanometre boyutunda, biiyiikk yiizey alanr/hacim oraninda, yiikksek gozeneklilikte,
esneklikte ve cesitli morfolojik yonelimlerde aritma gereksinimlerini etkili bir sekilde
karsilayabilen ¢ok yonlii aritma cihazlarindan biri olarak ortaya ¢cikmistir (Wang ve ark.,
2019). Yeterli bir elektrik alaninin etkisi altinda, polimer veya dolgu ¢ozeltisi siringa
ignesinden disart dogru sikistirilir, bir Taylor konisi olusturulur ve uygun bir mesafede
uygun bir zemin toplayicisina diiser (Mochane ve ark., 2019). Elektro-egirme isleminde
polimer cozeltisinin islenmesi sirasinda nihai isleyis kabiliyetini etkileyen i¢ ve dis
faktorler vardir. Nem, ilerleme gerilimi, ¢ozeltinin viskozitesi, iletkenlik, polimerlerin
ortalama molekiiler agirlig1 ve ¢oziicli ¢oziinmesi (¢oziiniirliik parametreleri), elektrospun
materyallerin verimini, 6zellikle de morfolojiyi ve sonugta ortaya ¢ikan 6zellikleri etkiler

(Li ve ark., 2018a; Sukigara ve ark., 2003).

2.4. Antimikrobiyal Peptit (AMP)

Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), bakteriyel enfeksiyonlara karsi etkili bir
savunma mekanizmasi olarak 6n plana ¢ikmakta ve mikrobiyal yayilimi kontrol altina
almak i¢in umut vadeden alternatif ajanlar arasinda yer almaktadir. Bu kiigiik molekiiller,
ozellikle antimikrobiyal direng (AMR) olusturan patojenlere karsi genis bir etki
spektrumuna sahip olmalar1 nedeniyle enfeksiyonlarin tedavisinde dikkat ¢ekmektedir
(Rios ve ark., 2016; Patrulea ve ark., 2020). Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), ayni1
zamanda konak savunma peptitleri (HDP’ler) olarak da bilinmekte olup; bakteriler,
mantarlar, bitkiler ve hayvanlar dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli organizmalarda dogal olarak
bulunurlar. Genellikle 10 ila 50 amino asit kalintisindan olusmakla birlikte, nadir
durumlarda bu uzunluk 100 amino aside kadar ¢ikabilmektedir. Yapisal olarak ¢ogu
AMP, katyonik karakter (net yiikleri genellikle -4 ile +20 arasinda degisir) tasimakta ve
amfipatik Ozellikler gostermektedir. Bu oOzellikler, onlarin mikrobiyal zarlarla
etkilesimini ve antimikrobiyal aktivitelerini belirleyen temel yapisal unsurlardir.
Antimikrobiyal peptitlerin kesfi neredeyse bir asir dncesine dayanmaktadir. 1922 yilinda
Alexander Fleming, tiikiiriik, gozyast ve insan idrarinda dogal olarak bulunan
antibakteriyel ozellikteki bir enzim olan lizozimi tanimlamis ve bdylece AMP’lerin
varligini ilk kez bilimsel olarak ortaya koymustur (Fleming, A., 1922). Antimikrobiyal
peptitler (AMP’ler), koken aldiklar1 organizma tiirline, iiretildikleri veri kaynaklarina,

etki gosterdikleri mikroorganizmalara, taksonomik siniflandirmalarina, konformasyonel
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yapilarina ve amino asit iceriklerine gore cesitli alt kategorilere ayrilabilir. Ancak
AMP’lerin siiflandirilmasinda en yaygin yaklasim, onlarin ikincil yapisal 6zelliklerine
dayanir. Bu baglamda AMP’ler genellikle dort temel yapisal aile altinda toplanmaktadir:
alfa sarmal yapililar, beta tabaka yapililar, dongiisel yapilar ve genisletilmis
konformasyonlara sahip peptitler. Sekil 2.1°de  AMP’lerin  siniflandirilmasi

gosterilmektedir.

Sekil 2.1. AMP’lerin siniflandirmasi (Patruela ve ark., 2020)

AMP’ler hem Gram pozitif (Gram (+)) hem de Gram negatif (Gram (—)) bakterilere,
ayrica gesitli viriis ve mantar tiirlerine karsi genis biyolojik aktivite sergilemektedir.

Ozellikle ¢oklu ilag direnci (MDR) gelistirmis bakterileri hedef alabilme potansiyelleri,
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bu molekiillere olan ilgiyi énemli 6l¢lide artirmistir (Nuti ve ark., 2017). AMP’lerin
antimikrobiyal etkileri cogunlukla mikrobiyal hiicre zarmin biitiinliiglinii bozma yoluyla
gerceklesir. Bu bozulma, hiicre i¢i vezikiillerin ve diger 6énemli bilesenlerin dis ortama
hizla sizmasiyla birlikte meydana gelir. AMP’lerin patojenlerle etkilesimi, genellikle
negatif yliklii mikrobiyal hiicre duvart ile pozitif yiiklii peptitler arasindaki elektrostatik
cekimle baglar. Bu ilk etkilesimin ardindan, peptitler mikrobiyal zarin fosfolipid cift
tabakasina ulasir ve burada kiimelenerek ¢esitli zar bozulma mekanizmalarini baglatir. Bu
mekanizmalar arasinda 'agrega', 'toroidal por', 'varil-kama modeli' ve 'hal1 modeli' gibi
yapilar yer almakta olup, tiimii hiicre zarinda gecirgenligin artmasina ve nihayetinde
hiicre lizisine neden olur (Ho ve ark., 2016). Antimikrobiyal peptitler (AMP’ler), yalnizca
hiicre zarinda yapisal bozulmalara yol agmakla kalmaz; aym1 zamanda sitoplazmik
membrani gegerek hiicre igine niifuz edebilir ve burada birikerek ¢esitli hiicresel islevleri
de hedef alabilirler. Bu siiregte AMP’ler, DNA replikasyonunu engelleyebilir, RNA
transkripsiyonunu ve protein sentezini bozarak hiicre metabolizmasini sekteye ugratir. Bu
cok yonlii etki, nihayetinde hiicre duvari biitlinliigiiniin kaybi1 ve lizis ile sonuglanir
(Patrulea ve ark., 2020).

Pek ¢ok antimikrobiyal peptit (AMP), yalnizca mikrobiyal patojenlere karsi
savunma saglamakla kalmayip ayn1 zamanda yara iyilesmesi ve anjiyogenez gibi doku
rejenerasyon siireglerini destekleyen biyolojik aktiviteler de gostermektedir. Hem in vitro
hem de in vivo modellerde topikal uygulama sonrasinda elde edilen veriler, bu peptitlerin
tedavi edici potansiyelini ortaya koymaktadir. Ornegin, klinik arastirmalarda faz II
asamasinda degerlendirilen LL-37 peptidinin, dermal hiicrelerin migrasyonunu,
proliferasyonunu ve anjiyogenezini tesvik ederek yara onarim siirecinde énemli roller
iistlendigi gosterilmistir (Steinstraesser ve ark., 2012). Benzer sekilde, insan beta
defensinlerinden hBD-2’nin  keratinosit  goc¢iinii  indiikledigi, hBD-3’lin ise
Staphylococcus aureus ile enfekte diyabetik yara modellerinde (domuz modeli) 10 katlik
bir bakteriyel yiikk azalmasi sagladigi ve yara kapanma siirecini anlamli sekilde
hizlandirdig1 rapor edilmistir (Kolar ve Dermott, 2011). Ayrica hem hBD-3 hem de LL-
37’nin yalnizca dermal hiicreleri degil, ayn1 zamanda kornea epitel hiicrelerini de aktive
ederek gelismis okiiler yiizey iyilesmesini destekledigi bildirilmistir (Shaykhiev ve ark.,
2005). LL-37, hava yolu epitel hiicrelerinde de benzer sekilde hiicre gocii, gogalmasi ve
yara kapanmasi siireclerini uyarici etki gostermektedir (Gomes ve ark., 2017-a).

AMP’lerin klinik uygulamalardaki potansiyellerine ragmen, stabilite sorunlari,

kisa biyolojik yar1 omiirleri ve hedef dis1 sitotoksik etkileri, genis capl terapotik
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kullanimlarint 6nemli Olglide sinirlayan temel engeller arasinda yer almaktadir. Bu
sinirlamalar1 agsmak amaciyla, son yillarda AMP’lerin etkinligini artirmak ve hedefe
yonelik dagitimin1 saglamak igin cesitli stratejiler ve sistemler gelistirilmistir. Bu
baglamda 6ne c¢ikan alanlardan biri de nanoteknolojidir. Nanopartikiiller (NP’ler) gibi
nanotastyicilar, ila¢ dagitim sistemlerinde kullanilmak iizere tasarlanmis yapilar olup,
AMP’lerle konjuge edildiklerinde sinerjistik etki saglayabilirler. Bu konjugasyon,
antimikrobiyal peptitlerin biyoaktivitesini artirmakla kalmaz, ayni zamanda hedef
bolgede daha yiiksek lokal konsantrasyonlara ulagarak terapotik etkinligi giiclendirir (Pal
ve ark., 2019). Ayrica nanoteknolojik sistemler, AMP’lerin ¢Oziiniirligiinii,
biyoyararlanimini ve hedef dokuya penetrasyonunu iyilestirme potansiyeline sahiptir.
Kontrollii salinim olanagi sunmalari, terapétik stirekliligin saglanmasinda da 6nemli bir
avantajdir (Bahrami ve ark., 2020; Borro ve Malmsten, 2019). Bununla birlikte,
nanoparcaciklar AMP’leri c¢evresel kosullarda karsilagabilecekleri enzimatik
degradasyon gibi olumsuz etkilerden de koruyabilir, boylece peptitlerin stabilitesini
artirarak biyolojik ortamlarda daha uzun siire etkili kalmalarina olanak tanir (Gomes ve

ark., 2017-a).

2.5. 3B insan Cildi Mimarisi

Cilt, insan viicudunun en biiyiik organidir. Dis ¢evre ile i¢ organlar arasinda bir
bariyer olusturur. Ayrica deri, viicudu sivi  kaybindan, c¢evresel etkilerden,
yaralanmalardan ve enfeksiyonlardan korur ve viicut sicakliginin diizenlenmesine
yardimet olur (Proksch ve ark., 2008). Bu amagla cilt ii¢ katmandan olusmaktadir. insan
derisi in vivo gibi Ug tipik katmana ayrilabilir. Bunlar: epidermis, dermis ve deri alti

dokusudur. Sekil 2.2’de insan canli doku katmanlar1 sirasiyla gosterilmektedir.
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Gozenek

Kil

Epidermis —|
Yag bezi
Dermis —
Ter bezi kanali
Kil folikilt
Arter Kutanéz
Deri alti doku —| Damar pleksus
L —Yag
Arrektor pili kasi

Sinir lifi

Lamelli cisimcik

Sekil 2.2. Insan derisinin epidermis, dermis ve deri alti doku olmak iizere canh dokudaki yapisi
(https://Biorender.com).

2.5.1. Epidermis

Epidermis, insan derisinin en dis tabakasidir ve kalinlig 0,4 ila 1,5 mm arasinda
degismektedir. Bu tabaka cildin temel islevlerini yerine getirerek, viicudu mekanik
hasarlardan ve ¢evreden gelen ¢6ziinebilir maddelerin girisinden korur, ayni zamanda su
kaybina kars1 bariyer gorevi goriir. Insan epidermal keratinositleri (hEK), epidermal
hiicrelerin en az %80'ini olusturur. Bu ektodermal hiicreler, 30'dan fazla farkli keratin
iceren olduk¢a yapilandirilmis protein filamentleri ile karakterize edilen komsu hiicrelerle
desmozomlar veya modifiye edilmis desmozomal baglantilar olusturur (Haake, A. R.,
1999; Molly ve ark., 1982). Bazal keratinositler, dermal-epidermal birlesim noktasindaki
bazal membran iizerinde yer alir ve sag¢ folikiilii kok hiicre bolgesinde sinirsiz ¢cogalma
potansiyeline sahip epidermal kok hiicrelerden tiiretilir (Taylor ve ark., 2000; Watt, F.
M., 2002). Bu bazal keratinositler, histolojik kesitlerde oldukca diizenli bir palizat yapisi
olarak goriinlir ve hiicreler aras1 baglantilar, yani siki baglantilar yoluyla epidermal

bariyeri olusturur (Furuse ve ark., 2002).

2.5.2. Dermis ve deri alt1 doku



18

Epidermisin altinda dermal-epidermal birlesim yeri veya bazal membran,
epidermis ile dermis arasindaki arayiizii olusturur. Bazal membranin baglica bilesenleri
tip IV kollajen (Kefalides, N. A., 1973; Briggaman ve Wheeler Jr., 1975; Briggaman, R.
A., 1982; Sage, H., 1982), laminin (Beck ve ark., 1990) ve fibronektin (Laurie ve ark.,
1983) gibi glikoproteinler ve proteoglikan heparan siilfattir (Schleicher ve ark., 1989). Bu
yapi1 disa dogru gelen kesme kuvvetlerine direng gosterir, bilyiimenin polaritesini belirler
ve yar1 gecirgen bir bariyer gorevi goriir. Keratinositler bazal membrana hemidesmozom-
baglayici filament kompleksleri araciligiyla baglanir.

Alttaki dermis, sinirleri, kan damart agimi ve epidermal uzantilar1 igeren lifli,
filamentli ve amorf bag dokusu sistemidir. Dermis iki katmana ayrilir: {istteki papiller
dermis, epidermise dallanir ve dermal papillalar aracilifiyla onun konturlarina uyum
saglar; Bu yapi, epidermis-dermis birlesiminin ylizey alanini1 artirarak mekanik
mukavemete katkida bulunur (Haake, A. R., 1999). Alttaki retikiiler dermis, dermisin
cogunlugunu olusturur ve tip I ve III kolajen ve elastik liflerden olusan yogun bir kolajen
lif ag1 araciligiyla elastikiyet saglar (Burgeson, R. E., 1982). Mezenkimal kékenli insan
dermal fibroblastlar1 (hDF'ler), dermisteki baskin hiicre tipidir; Bu hiicreler papiller
dermiste retikiiler dermistekinden daha yiiksek yogunluklarda bulunur ve daha yiiksek
cogalma oranlarina sahiptir (Harper ve Grove, 1979). hDF'ler dokular igerisinde go¢ eder
ve siirekli bir kolajen yeniden sekillendirme aktivitesi ile karakterize edilirler; Mevcut
kolajen liflerini parcalayip yeni lifli veya lifsiz matris proteinleri sentezlerler, boylece
yapisal bir hiicre dis1 matris iskeleti saglarlar (Haake, A. R., 1999). Miyofibroblastlar,
diiz kas hiicrelerine benzer sekilde davranan ve yara iyilesmesi gibi durumlarda matris
kasilmasindan sorumlu olan bir hDF alt tiiridiir (Gabbiani ve ark., 1982). Dermal
dendritik hiicreler (Headington ve Cerio, 1990), mast hiicreleri ve farklilasmis kan
monositlerinden tiiretilen makrofajlar gibi yerlesik bagisiklik-yetenekli hiicreler, ciltteki
bagisiklik tepkisine katkida bulunur. Bu hiicreler, doku yeniden sekillenmesinden yara
tyilesmesine kadar cesitli siireclerde yer alir (Lasser, A., 1983) ve ayrica sitokinler ve
biiyiime faktorleri salgilayarak diger cilt hiicrelerini uyarir ve diizenler (Haake, A. R.,
1999).

Deri alt1 dokusu veya hipodermis, insan derisinin en alt tabakasini olusturur.
Mezenkimal kokenli yag hiicreleri, viicuda 1s1 yalitimi saglayan, cildi yastiklayan ve

enerji rezervi gorevi goren deri alt1 yag dokusunu olusturur (Haake, A. R., 1999).
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2.6. 3B Cilt Modelleri

Cilt, potansiyel olarak zararli mikrobiyal, termal, mekanik ve kimyasal etkilerin
ilk temas noktasidir ve farkli farmakolojik ve kozmetik bilesiklerin hedefidir. Bu nedenle
ciltle temas eden kimyasallarin risk ve etkinliginin degerlendirilmesine biiyiik ilgi
duyulmaktadir. Bu nedenle, in vitro iiretilen organ benzeri deri ikameleri artan bir ilgi
kazanmistir. (Reuter ve ark., 2017). Gegtigimiz 30 yil i¢inde farkli yeniden
yapilandirilmis deri esdegerleri gelistirilmistir (Coquette ve ark., 1999; MacNeil, S.,
2007; Rheinwald ve Green, 1977). Bu deri ikameleri, dogal derinin hiicresel ve yapisal
ozelliklerini taklit eder (Groeber ve ark., 2011) ve bu nedenle tiiketici iirlinii testleri i¢in
onemli modeller olarak hizmet eder (Ponec, M., 2002). Ayrica, bu in vitro cilt modelleri
dermatolojik arastirmalarda yara iyilesmesi (Rossi ve ark., 2015), yaslanma (Pageon ve
ark., 2014), bulasici hastaliklar (MacNeil S., 2007; Green ve ark., 2004; Jannasch ve ark.,
2015), cilt kanseri (Commandeur ve ark., 2012) ve cilt biyolojisi (Gschwandtner ve ark.,
2012) iizerine ¢alismalar yapmak icin kullanilabilir. Insan hiicreleri kullamldigindan,
yiiksek oranda tekrarlanabilir deri ikameleri in vitro olarak biiyiikk miktarlarda
uretilebilmekte ve daha 1y1 ongoriilebilirlik sunmaktadir. Boylece hayvan modelleri ile
insan kosullar1 arasindaki tiir farkliliklarindan kaynaklanan deneysel yanlis yorumlamalar
en aza indirilebilir. Ayrica, deri esdegerleri hayvan calismalar1 {lizerinde degistirme,

azaltma ve iyilestirme kavramini uygular (3R ilkesi).

Deri miihendisligi genellikle derinin karmagsik yapisini basitlestirerek, onu tek
veya ¢ift bolmeli bir organizasyona indirgeyerek baglar. En basit in vitro deri esdegeri,
yeniden yapilandirilmis insan epidermisi (RHE) veya epidermal modeldir. Genellikle
bazal membranin yerini alan bir kolajen iskelet iizerinde yetistirilen neonatal siinnet derisi
hiicrelerinden (hEC'ler) olusur. Kiiltiir sirasinda hiicreler kalsiyum gradyanlar1 ve hava-
sivl arayiiziiniin tetikledigi bir farklilagsma siirecinden gecerler. RHE, gelistirmesi ve
kullanim1 kolay, yiiksek maliyet etkinligine sahip, yiiksek standardizasyon derecesine
sahip ve biiylik miktarlarda iiretilebilir bir modeldir. RHE modelleri, daha karmasik cilt
modellerine kiyasla iiretimi nispeten basit oldugundan, cilt tahrisi veya asinmasi
calismalarinda yaygin olarak kullanilir; Bu modellerden bazilari, OECD'nin in vitro cilt
asinma testleri i¢in 431 numarali Kilavuzuna (OECD. Test No. 431) ve in vitro cilt tahris
testleri i¢in 439 numarali Kilavuzuna (OECD. Test No. 439) gore Avrupa Birligi

tarafindan dogrulanmistir. Hiicreler ilerledikge, palizat bazal tabaka (SB) ve ardindan
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sirayla stratum spinosum (SS), stratum granulosum (SG) ve stratum corneum (SC) olmak
tizere tipik bir epidermal yap1 olustururlar. Ancak bu RHE modelleri hala insan derisinin
en dis tabakasini taklit etmekte ve alttaki ECM ile hiicresel etkilesimlerden yoksundur.
Insan derisini daha iyi taklit edebilmek i¢in dermisi temsil eden ikinci bir bolme entegre
edilerek tam kalinlikta deri esdegeri (FTSE) olusturulabilir. Tam kalinlikta deri
esdegerleri (FTSE), fibroblastlarin yerlestirildigi ekstraseliiler matrisi (ECM) taklit eden
dogal veya yapay bir iskele iizerine insa edilen dermis tarafindan genisletilir (Brohem ve

ark., 2011). Sekil 2.3’te RHE ve FTSE modellerinin sematik gosterimi verilmektedir.

Yeniden Yapilandirilms Insan Tam Katmanh Cilt Esdegeri
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Sekil 2.3. RHE ve FTSE modellerinin sematik gosterimi (https://Biorender.com)

2.6.1. 3B Cilt yara modeli

Viicudun en biiyiik organi olan cilt, duyusal fonksiyonlar1 ger¢eklestirmektedir.
Fiziksel veya kimyasal tehlikelere kars1 savunma saglar ve homeostazini kontrol eder.
Ancak hasar gérmiis cilt bu 6nemli gdrevleri yerine getiremez, bu durum enfeksiyon ve
stvi kaybi1 gibi sorunlara neden olabilmektedir (Moulin ve ark., 2000; Xie ve ark., 2010).

Yara onarimi ve cilt fonksiyonu ile biitiinliigiiniin korunmasinin altinda yatan biyolojik
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stireclere iligkin mevcut anlayisimiz sinirlidir. Bu bilgi eksikliginin bir kismi1 temel cilt
arastirmalart i¢cin uygun in vitro ve ex vivo modellerin yetersizliginden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, insan derisinin onarimi ve yenilenmesine iliskin
anlayisimizi ilerletmek i¢in gelismis modellerin gelistirilmesi biiylik 6nem tagimaktadir
(Gottrup ve ark., 2000).

Yaralanan cilt kendini yenileme mekanizmasina sahiptir ve yaralanma sonrasi
yara iyilesme siireci 4 asamadan olusur. Hemostatik faz yaralanmadan hemen sonra
baslar. Kan yaray1 doldurur ve toplanan trombositler ve kirmizi kan hiicreleri pihti
olusturarak kanamay1 durdurur ve yara iyilesme siirecinin bir sonraki adimi i¢in gegici
bir matris olusturur. Daha sonra inflamasyon fazinda yara ortamindaki hasarli hiicreler ve
dokular temizlenir. Proliferatif faz, hiicrelerin yaraya go¢ etmesini ve yeni hiicre disi
matrisin iiretilmesini igerir ve bu da yaranin kapanmasina yol acar. Bu durum, yara
ortamindaki kolajen ve glikozaminoglikanlar gibi ECM f{irlinlerinin ve hiicre sayisinin
artmasini saglar. Son olarak fibroblastlarin iirettigi doku yeniden modelleme agamasinda
olgunlasir. Yaralarin diizgiin ve tam olarak kapanmasi ve iyilesmesi i¢in farkli hiicre
tipleri arasindaki etkilesimler kritik éneme sahiptir. Ozellikle fibroblastlar yani bag
dokusu hiicreleri ile keratinositler arasindaki etkilesim ¢ok dnemlidir (Deshayes ve ark.,
2018). Sekil 2.4°te hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden modelleme yara

lyilesmesinin zamansal evreleri gosterilmektedir.
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Sekil 2.4. Yara iyilesmesinin zamansal evreleri: hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden
modelleme
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Hemostaz evresi, dokuda kan damarlarinin hasartyla ortaya cikar. Cilt yaralarinin
iyilesmesinin ilk asamasinda, kan pihtilagmasi kan pihtisinin olusumunu tesvik eder,
boylece kanamayr onlemek ve hiicre istilasi i¢in gecici bir matris saglamak iizere
hemostaz1 geri kazandirir (Singer ve Clark.,, 1999). Kan pihtisi, damar diiz kas
hiicrelerinin gecici kasilmasiyla (vazokonstriksiyon) birlikte kan kaybini sinirlar ve
pihtilasma kaskadini harekete gegirir. Trombinin fibrinojeni pargalamasi sonucu olusan
capraz bagli fibrin lifleri, plazma fibronektini, vitronektini ve trombospondin ile birlikte
kan pihtisinin ¢ogunlugunu olusturur. Trombositler fibrin pihtisi i¢inde sikisir ve
trombosit kaynakli biiyiime faktorii, doniistiiriicii biiylime faktorii, epidermal biiyiime
faktorii ve insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) gibi gesitli aracilar salgilar (Velnar ve
ark., 2009; Moulin, V., 1995; Clark, R. A. F., 1999; Barrientos ve ark., 2008), dolasan
iltihapli hiicreleri harekete geciren ve yara bolgesinde lokal deri hiicresi tepkilerini uyaran
kemotaktik ipuclar1 saglar (Clark, R. A. F., 1999).

Klasik ve alternatif tamamlayici kaskadlarin baslatilmasi, inflamatuvar fazin
baslangicini ve dogustan gelen bagisiklik sisteminin aktive olmasini haber verir. Uretilen
anafilatoksinler damar gegirgenligini artirir ve monositleri ve nétrofilleri yara ortamina
sizmaya ceker (Clark, R. A. F., 1999). Yara bolgesine ulastiklarinda notrofiller,
proteolitik enzimler ve serbest radikaller salgilayarak yabanci parcaciklari, bakterileri ve
hasarli dokuyu tiiketen ilk hiicrelerdir (Tonnesen ve ark., 1988). Fagositoz ve debridman
stirecleri ayrica, yaklasik 48 saat sonra ortaya ¢ikan ve notrofillerden daha uzun bir 6mre
sahip olan aktive edilmis monosit kokenli makrofajlar tarafindan da desteklenir (Velnar
ve ark., 2009). Makrofajlar patojenleri, doku artiklarini ve inaktif notrofilleri fagosite eder
(Clark, R. A. F., 1999) ve ¢esitli kemokinler saglayan temel diizenleyici hiicreler olarak
gorev yapar.

Endotel hiicreleri, fibroblastlar ve keratinositler gibi doku hiicreleri, trombosit
kaynakl1 biiytime faktorii (Moulin ve ark., 2000; Barrientos ve ark., 2008; Rappolee ve
ark., 1988), fibroblast biiylime faktorii ailesi (Moulin ve ark., 2000; Clark, R. A. F., 1999;
Rappolee ve ark., 1988), vaskiiler endotel biiylime faktorii (Barrientos ve ark., 2008;
Nissen ve ark., 1998; Tsirogianni ve ark., 2006), doniistiiriicii biiytime faktorii o ve 3
(Moulin ve ark., 2000; Clark, R. A. F., 1999; Tsirogianni ve ark., 2006), insiilin benzeri
bliytime faktorii (Moulin ve ark., 2000), epidermal biiyiime faktorii (Moulin ve ark., 2000;
Rappolee ve ark., 1988; Schultz ve ark., 1991; Cohen ve Elliott, 1963) ve tiimor nekroz
faktorli o gibi cesitli biiylime faktorlerinin ve interldkinler 1 ve 6 (Moulin ve ark., 2000;

Kishimoto, T.,1989) gibi proinflamatuar sitokinlerin salgilanmasiyla aktive edilir ve
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graniilasyon dokusunun olusumunu baglatir (Singer ve Clark, 1999). Son olarak,
lenfositler yaralanma bolgesine ¢ekilir ve bagisiklik tepkisinin adaptif fazi baslatilir
(Tsirogianni ve ark., 2006; Martin ve Muir, 1990; Schiffer ve Barbul, 1998).

Bagisiklik tepkisi basariyla tetiklendiginde, akut yaralar doku onarimina dogru
kayar (Velnar ve ark., 2009). Siddetli iltthap durumlarinda veya bagisiklik sisteminin
etkinlegsmesinde basarisizlik durumunda, deri hiicrelerinin uyarilmasinda 6nemli rol
oynayan onemli biiyiime faktorleri ve sitokinler eksik kalir ve yaralar kroniklesebilir.
Ucgiincii asama olan proliferasyonda, hDF'ler yara bosluguna go¢ eder, ¢ogalir ve gegici
fibrin matrisini parcalamaya baglar, onu yeniden sekillendirir ve onu tip I ve III
prokollajenler, hyaluronik asit, fibronektin ve proteoglikanlara dayali yeni sentezlenmis
bir ekstraseliiler matrisle degistirir (Velnar ve ark., 2009; Moulin ve ark., 2000).
Miyofibroblast fenotiplerini degistirerek yaray:1 aktif olarak kasmaya, yara kenarlarina
yaklagsmaya ve gegici bir kan pihtisi yerine graniilasyon dokusunun olusumuna katkida
bulunmaya baslarlar (Gabbiani ve ark., 1972; Majno ve ark., 1971). Yaralanmaya,
inflamasyona (Velnar ve ark., 2009; Moulin ve ark., 2000; Clark, R. A. F., 1999) ve
hipoksik kosullara (Nissen ve ark., 1998; Hunt ve ark., 1967; Shweiki ve ark., 1992) ve
laktat birikimine (Clark, R. A. F., 1999; Hunt ve ark., 2008; Porporato ve ark., 2012) yanit
olarak, bagisiklik hiicreleri ve cevreleyen doku hiicreleri, yerlesik insan dermal
mikrovaskiiler endotel hiicreleri (hmvEC) ¢eken anjiyojenik kemokinler salgilar. Bu
endotel hiicreleri cogalmaya baslar ve ana damardaki bazal membrani parcalamak icin
proteazlar iretir. Kilcal damarlar, ¢cevredeki hasarsiz dokudan yaraya dogru uzanir,
dallanir ve uglarinda birleserek kilcal halkalar olusturur ve yaranin i¢inde oksijen ve besin
tagtyan bir mikro vaskiiler pleksus olusturur (Moulin ve ark., 2000; Clark, R. A. F., 1999).

Yara iyilegsmesinin son evresi yeniden modelleme, yalnizca ekstraselliiler
matriksin (ECM) yeniden yapilandirilmasiyla sinirlt kalmaz; ayn1 zamanda yeni olugan
epidermal tabakanin ve damar yapilarinin olgunlagmastyla birlikte kalic1 skar dokusunun
gelisimini de meydana getirir. Bu siireg, 6zellikle genis ¢apli yaralanmalarda, genellikle
yara kenarlarinda baglar. Dolayisiyla, kenar bolgelerdeki ECM'in yapis1 ve kalitesi,
merkez bolgeye gore anlamli bigimde farklilik gosterebilir. Baslangigta ECM'de bulunan
gecici yapilar (6rnegin fibronektin ve hyaluronik asit) zamanla ortadan kalkarken (Clark,
R. A. F., 1999), kollajen lifleri biiyiir, daha belirgin yonelimler kazanir. ilk evrelerde
baskin olan tip III kollajenin yerini, capraz bag orani daha yiiksek olan tip I kollajen alir
(Moulin ve ark., 2000). Bu degisim, yaranin gerilme dayaniminda gozle goriiliir bir artisa

neden olur ve bu direng, saghkli deri dokusunun yaklasik %80’ine kadar ulasabilir
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(Velnar ve ark., 2009; Levenson ve ark., 1965). Zaman ilerledik¢e damar olusumu
yavaglar, hiicresel aktivite giderek azalir; hDF’ler, makrofajlar ve hmvEC’ler apoptoz ile
ortamdan c¢ekilir. Nihayetinde, hiicresel yogunlugu azalmis, kalic1 bir yara izi sekillenir.
Bu yeniden yapilanma stireci olduk¢a yavas seyretmekle birlikte, ECM’deki doniisiim
yillar siirebilir (Clark, R.A.F., 1999).

In vivo modellerin aksine, in vitro test sistemleri ve in vitro yara modelleri; daha
sade, diisiik maliyetli ve kolay standartlastirilabilen deney ortamlarinin olusturulmasina
olanak tanir. Bu sistemler sayesinde, tek ya da cok hiicreli kiiltiirlerle yiiriitiilen
calismalar, belirli bir bilesigin etki mekanizmasini aragtirmak agisindan in vivo
yontemlere kiyasla daha pratik bir yol sunar. Ayrica, in vivo sistemlerde sikca karsilasilan
dogal biyolojik heterojenlikten bagimsiz olarak, ¢esitli konsantrasyonlarin es zamanli test
edilmesi mimkindiir. Bu durum, etki analizlerinin daha kontrollii ve tekrarlanabilir

kosullar altinda gergeklestirilmesine katki saglar (Gottrup ve ark., 2000).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan cihazlar

3.1.1.1. NP iiretiminde kullanilan cihazlar

Ultrasonik homojenlestirici (Bandelin GM 3200, 200 W, 20 kHZ, KE 76 prop),
Santrifiij (NF80OR, Niive), Ultrasonik banyo (180 W, ISOLAB Laborgerite GmbH),
Inkiibatorlii ¢alkalayict (Unimax 1010 & Incubator 1000, Heidplph Persia), Alan
Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (GeminiSEM 500, ZEISS), Floresans
mikroskop (Zeiss Primovert), Fourier Doniisimii Kizilotesi Spektroskopisi (IRTracer-
100, Shimadzu), Hassas terazi (Explorer EX224/AD, Ohaus), Ultra saf su cihazi
(Millipore UV Water Purification, Merck), Liyofilizator (Hypercool HC-4110, Gyrozen),
Zeta Sizer (Nanoplus 3, Micromeritics), Manyetik karistirict (MSH-20A, Daihan),
Vorteks (MaXshake VM30, Daihan) kullanilmastir.

3.1.1.2. Fiber iiretiminde kullanilan cihazlar

Hassas terazi (Explorer EX224/AD, Ohaus), Manyetik karistirict (MSH-20A,

Daihan), Elektro-egirme cihazi (el yapimi) kullanilmistir.
3.1.1.3. Cilt modeli gelistirmek icin kullanilan cihazlar
Biyogiivenlik kabini, santrifiij cihazi, CO2’li inkiibatoér, UV/Vis Spektrometre

(Multiskan ~ SkyHigh  Microplate UV/Vis  Spectrophotometer, Thermofisher)

kullanilmistir.
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3.1.2. Kullamlan kimyasallar ve sarf malzemeler

3.1.2.1. NP iiretiminde kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

Kitosan (CS) (mw: 50,000-190,000 Da, Sigma Aldrich), Sodyum tripolifosfat
(TPP) (Sigma Aldrich), Ultra saf su, Asetik asit (Glacial, %100, Merck), Tween 80
(Sigma Aldrich), NaCl, IM Sodyum hidroksit (NaOH), 1M Hidroklorik asit (HCI),
Antimikrobiyal peptit LL-37(LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES)
(Qyabio), Fosfat Tamponlu Salin (PBS) (Invitrogen), Micro BCA Protein Assay Kit
(Thermo) kullanilmustr.

3.1.2.2. Fiber iiretiminde kullamlan kimyasallar ve sarf malzemeler

Poli-e-Kaprolakton (PCL) (Mw: 80,000 Da, Sigma Aldrich), Jelatin (Jel) (200
Bloom, Sigma Aldrich), 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (abcr) kullanilmistir.

3.1.2.3. Cilt modeli gelistirmek icin kullanilan kimyasallar ve sarf malzemeler

RHE modeli i¢in gerekli malzemeler; Keratinosit (HS2) hiicre kiiltiirii, Dermal
basal cell medium (ATCC), Dermal basal cell medium ek kit (ATCC), FBS (Gibco),
Antibiyotik (Amphotericin B), % 0.05-Tripsin, Fosfat tamponlu salin (PBS), 12 kuyulu
plaka, 24 kuyulu plaka, 12 kuyulu plaka i¢in insert (Cellquart), 24 kuyulu plaka i¢in insert
(Sarstedt), hiicre kiiltiir flask (Nest) kullanilmastir.

FTSE modeli gelistirmek i¢in; Keratinosit (HS2) hiicre kiiltiirii, Fibroblast (HDF)
hiicre kiiltiirii, Dermal basal cell medium, Dermal basal cell medium ek kit, Fibroblast
biliylime medium (FGM), Fetal Bovin Serum (FBS), Antibiyotik (Amphotericin B), Tip-
1 sican kuyrugu kolajeni (Gibco), 5X rekonstriiksiyon buffer (SXRB), Tripsin-EDTA,
PBS, 12 kuyulu plaka (SP Life Science), 12 derin kuyulu plaka (Grainer), hiicre kiiltiir
flask (Nest), 12 kuyulu hiicre kiiltiir insert, 0.4 um (Cellquart) kullanilmistir. Ayrica
hiicreleri ¢gogaltmak ve {i¢ boyutlu modellerin degerlendirilmesi i¢in 4.5 g/L glukoz ve L-
glutamin igeren, sodyum piriivat icermeyen 1X Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (Lonza), Dulbecco Fosfat Tamponlu Salin (PBS) (Serena), EpiLife Medium 60
uM kalsiyumlu (Gibco), Tripsin EDTA %0.05 (1X) (Serena), Hematoksilin ve Eozin
Boyama Kit (Abcam), Fluoromount Aqueous Mounting Medium (Sigma Aldrich), DAB
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Substrate Kit (Thermo Scientific), Gentamisin (Sigma Aldrich), L-Askorbik Asit (Sigma
Aldrich), HEPES (1M) Buffer Solution (Gibco), Heparin soliisyonu %0,2 (Stemcell),
Hidrokortizon (Stemcell), 4',6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) (Sigma Aldrich),
Rodamin (Sigma Aldrich), Rodamin Faloidin (Invitrogen), StemPro Accutase (Gibco),
XTT (Hiicre Proliferasyon Kit, Serva), MTT (Sigma Aldrich), izopropanol (Honeywell),
DMSO (Sigma Aldrich) kullanilmistir.immiino histokimya analizi igin; PBS, %4
paraformaldehit, %1 BSA, %0,5 Triton X-100, DAB Substrate kit(Thermo Scientific),
Stable peroxide substrate buffer (1X)(Thermo Scientific), Laminin monoclonal antibody
(1:100)(Invitrogen), Involucrin monoclonal antibody (1:100)(Invitrogen), Cytokeratin 10
monoclonal antibody (1:100)(Invitrogen), Goat anti-Rabbit IgG (H+L) secondary
antibody-HRP conjugate (Invitrogen), Goat anti-Mouse IgG (H+L) secondary antibody

(Invitrogen) kullanilmistir.
3.2. Yontem
3.2.1. iyonik jelasyon yontemiyle bos CSNP’lerin hazirlanmasi
[lk asamada optimizasyon amaciyla farkli CS ve farkli sodyum TPP

konsantrasyonlarinda ¢ozeltiler hazirlandi. Sekil 3.1°de bos kitosan nanopartikiil (CSNP)

liretiminin sematik gdsterimi verilmektedir.

Kitosan nanopartikiil (CSNP)

Kitosan ¢ozeltisi

T Ree Y ‘ £L >
A8 L L . .
15 8 TR R P + -
AN
Kitosan (CS) Sodyum tripolifosfat (TPP) *

Sekil 3.1. CSNP iiretiminin sematik gosterimi (https://Biorender.com)

Tim deney gruplarinda CSNP'ler iyonotropik jelasyon yontemiyle tiretildi. CSNP-1 ve
CSNP-2 grubunda CS konsantrasyonu 0,7 mg/mL, TPP konsantrasyonu 0,3 mg/mL’dir.
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CSNP-3 ve CSNP-4 grubunda CS konsantrasyonu 0,3 mg/mL, TPP konsantrasyonu 0, 1
mg/mL’dir. CS:TPP hacim oranlar1 2:1°dir. Cizelge 1’e gore CSNP-2 ve CSNP-4 i¢in
100 mM NaCl ¢ozeltileri kullanilirken CSNP-1 ve CSNP-3 i¢in Tween 80 soliisyonu
kullanildi. CS (%1 v/v) asetik asit ¢cozeltisinde, TPP ise ultrasaf suda 24 saat boyunca
cozdiiriilerek hazirlandi. Cozeltilerin pH seviyeleri NaOH (1 M) veya HCI (1 M) ilave
edilerek ayarlandi. TPP soliisyonu oda sicakliginda CS:TPP (2:1) oranina gore 500
rpm’de manyetik karistirma altinda CS soliisyonuna bir siringa ile damla damla ilave
edildi. Karisim ortam sicakliginda 4 saat boyunca manyetik karistiricida karigsmaya
devam etti. CSNP c¢ozeltisi santrifiij Oncesi ultrasonik homojenizatdrde karistirildi.
Karigim halinde olan ¢6zelti 4 °C’de 40 dk boyunca ve 14000 rpm’de santrifiij edildi.
Islem sonunda siipernatan atilarak pellet topland: (Agarwal ve ark., 2018; Fahimirah ve
ark., 2021; Rashki ve ark., 2022). CSNP iiretim parametreleri Cizelge 3.1°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 3.1. CSNP optimizasyonu i¢in deney gruplarinda belirlenen parametreler

Gruplar CS (mg/mL,pHS) TPP (mg/mL,pH2) CS/TPP (v/v) NaCl(mM) Tween80

CSNP-1 0,7 0,3 2:1 - n
CSNP-2 0,7 0,3 2:1 100 .
CSNP-3 0,3 0,1 2:1 - +
CSNP-4 0,3 0,1 2:1 100

CSNP-1, CSNP-2, CSNP-3 ve CSNP-4 iretiminde ortama eklenen NaCl/tween 80

¢ozeltisinin varliginda partikiil boyut optimizasyonu i¢in sonuglar karsilastirilmistir.

3.2.1.1. iyonik jelasyon yontemiyle LL37-CSNP’lerin hazirlanmasi

CSNP optimizasyon siireci sonucunda CSNP-1 (CS:TPP-0,7:0,3) parametreleri
belirlenerek LL37-CSNP iiretim siirecine gecildi. Asetonitril-su ¢dzeltisi icerisinde 1
mg/ml nihai konsantrasyonda ¢oziinmiis antimikrobiyal peptit (AMP) LL-37 ¢ozeltisi
hazirlandi. CS (%1 v/v) asetik asit ¢ozeltisinde, TPP ise ultrasaf suda 24 saat boyunca
¢ozdiiriilerek hazirlandi. Cozeltilerin pH seviyeleri NaOH (1 M) veya HCI (1 M) ilave
edilerek ayarlandi. 24 saat sonra CS ¢ozeltisine LL37 ¢ozeltisi 0,5 mL/dk akis hizinda
siringa pompasi aracilifiyla damla damla eklenerek +4°C’de 4 saat boyunca manyetik
karistiricida karigmasi saglandi. Ardindan TPP soliisyonu +4°C’de CS:TPP (2:1)(v/v)

oraninda, 0,25 mL/dk akis hizinda siringa pompast araciligiyla damla damla eklenerek
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manyetik karistiricida 4 saat boyunca karismasi saglandi. LL37-CSNP ¢ozeltisi santrifiij
oncesi ultrasonik homojenizatorde karistirildi. Daha sonra ¢ozelti 40 dk boyunca ve
14000 rpm seviyelerinde santrifiijlendi. Ependorf santrifiij tiiplerdeki pellet iizerindeki
siipernatantlar Micro BCA ile enkapsiilasyon verimi analizi i¢in toplanarak -20°C’de
muhafaza edildi. Pelletler liyofilizasyon islemi oncesi ilk 24 saat -20°C’de ardindan -
80°C’de muhafaza edildi. Liyofilizasyon i¢in hazir hale getirilen pelletler 24 saat boyunca
-110°C’de dondurularak kurutuldu (Agarwal ve ark., 2018; Fahimirah ve ark., 2021;
Rashki ve ark., 2022). Cizelge 3.2’ye gore LL37-CSNP iiretimini i¢in gerekli ¢ozelti

konsantrasyonlar1 verilmistir.

Cizelge 3.2. LL37-CSNP iiretiminde ¢6zelti konsantrasyonlart

LL37-CSNP iiretiminde Konsantrasyon
kullanilan ¢ozeltiler

CS 0,7 mg/mL
TPP 0,3 mg/mL
LL-37 30 ug/mL /15 pg/mL /7,5 pg/mL

3.2.2. Elektro-egirme yontemiyle PCL/Jel fiber mat hazirlanmasi

PCL ve Jel ¢ozeltisinin konsantrasyonu sirastyla %8 (a/h) ve %8 (a/h) olarak
hesaplandi. Elektro-egirme icin parametreler 14 kV’a ayarlanmis yiiksek voltajli giic
kaynagi, uctan toplayiciya mesafe 12,5 cm ve akis hiz1 0,5 mL/saat ile gerceklestirildi.
PCL/Jel (60:40) c¢ozeltisini hazirlamak i¢in 240 mg PCL, 3 mL HFIP ¢oziiclisiinde 24
saat boyunca oda sicakliginda 800 rpm hizinda manyetik karistiricida karigmasi saglandi.
Benzer sekilde, 160 mg jelatin, 2 mL HFIP ¢6ziiciisiinde 24 saat boyunca oda sicakliginda
800 rpm manyetik karistiricida karigmasi saglandi. Daha sonra ¢6ziinmiis haldeki PCL ve
Jel ¢ozeltileri oda sicakliginda 800 rpm hizindaki manyetik karistiricida 4 saat boyunca
karigmasi saglandi (Zhang ve ark., 2005; Farzamfar ve ark., 2020; Zahiri ve ark., 2020).

Sekil 3.2°de PCL/Jel kompozit fiber {iretiminin sematik gdosterimi verilmektedir.
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Sekil 3.2. PCL/Jel kompozit fiber mat iiretiminin sematik gosterimi (https://Biorender.com).

3.2.2.1. LL37-CSNP emdirilmis PCL/Jel fiber mat iiretilmesi

Uretilen PCL/Jel (60:40) fiber mat drnekler 6 mm capinda dairesel diskler
kesilerek hazirlandi. Ependorf tiipte 1 mL ultra saf su igerisinde 1 mg liyofilize haldeki
LL37-CSNP ¢oziilmesi saglandi. 1 mg/mL konsantrasyondaki LL37-CSNP ¢ozeltisinden
25 pL disk tzerine damlatilarak LL37-CSNP emdirilmis fiber mat ornekler oda

sicakliginda kurumaya birakildi.

3.2.3. CSNP’lerin fiziko kimyasal ve biyolojik karakterizasyon testleri

3.2.3.1. CSNP ve LL37-CSNP’lerin alan emisyonlu taramal elektron mikroskobu
(FE-SEM) analizleri

Nanopartikiillerin yiizeyi ve sekli, alan emisyon taramali elektron mikroskobu
(ZEISS GeminiSEM 500) ile incelendi. FE-SEM go6zlemi 6ncesi deney gruplarina ait
liyofilize kuru CSNP ve LL37-CSNP numunesi suda ¢oziildii (1 mg/ml). Ultrasonik
homojenizatérde homojenize edilip, li¢ damla cam lamel iizerine damlatilarak oda
kosullarinda 24 saat boyunca kurutuldu. Kuru numune {izerine basing altinda ptiskiirtmeli
iridyum kaplama yapildi. 4 nm iridyum ile kaplandi. Olgiimler 2 kV’luk ekstra yiiksek

voltaj altinda gézlemlendi.
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3.2.3.2. CSNP ve LL37-CSNP’lerin partikiil boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve

zeta potansiyeli (ZP) analizi

CSNP ve LL37-CSNP pelletleri 1:10 oraninda seyreltilerek 30 dk boyunca
ultrasonik banyoda (ISOLAB Laborgerite GmbH 180 W) homojenize edildi. Ornekler
strastyla 0.45 pm ve 0.22 um filtre ile siiziildii. Numuneler hazirlandiktan sonra partikiil
boyutu, polidispersite indeksi (PDI) ve zeta potansiyeli (ZP) belirlendi. Ortalama pargacik

boyutu, 50 okuma ile ii¢ ardisik 6l¢iimiin ortalamasi alinarak hesaplanda.

3.2.3.3. CSNP ve LL37-CSNP’lerin fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopi
(FTIR) analizi

CSNP ile LL37-CSNP orneklerinde etken madde ve polimer arasindaki
etkilesimler Fourier doniisiimii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile tespit edildi.
Numuneler 400 cm™! ile 4000 cm™ spekturum araliginda taranarak analiz edildi. Elde

edilen spektrum CS spektrum ve TPP spektrum ile karsilastirildi.

3.2.3.4. LL37 kapsiilleme verimliligi (% EE)

CSNP’lerin igerisinde bulunan LL37 miktarinin belirlenmesi i¢in 6rneklerden
santrifiij sonrasi toplanan silipernatan icerisindeki enkapsiile edilmeyen LL37 miktar
Albumin esdegeri olarak hessplandi. Micro BCA test kiti kullanilarak alblimin
standardina gore (40-20-10-5-1-0 pg/mL araliginda) kalibrasyon egrisi olusturuldu.
CSNP olustururken basta eklenen LL37 miktarindan % kapsiilleme verimliligi (%EE)
denklem 1 kullanilarak hesaplandi (Rashki ve ark., 2022).

Toplam LL37 konsantrasyon—Serbest LL37 konsantrasyon

EE(%) =

X100 (1)

Toplam LL37 konsantrasyon

3.2.3.5. In vitro salim Kinetigi

15-LL37-CSNP ve 7,5-LL37-CSNP’lerden LL37’nin in vitro kiimiilatif salimi
profilleri, 37°C’de PBS (pH 6,8) ortaminda 24 giin boyunca (her 24 saatte bir) toplanan

siipernatantlarda bulunan LL37’nin alblimin esdegeri olarak hesaplanmasiyla
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belirlenmistir. Micro BCA test igerisindeki alblimin standardina gore (40-20-10-5-1-0
pg/mL araliginda) kalibrasyon egrisi olusturulmus ve hesaplamalar yapilmistir. LL37
salim kinetigini tahmin etmek ic¢in salim calismalarindan elde edilen veriler sifirinci
derece, birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve Hixson-Crowell modeli gibi ¢esitli

kinetik modellere uygulanmigtir (Nair ve ark., 2019).

3.2.3.5.1. Sifirinci derece kinetik modeli

Sifirmci dereceden kinetik, formiilasyondan ilacin sabit hizla salimini tanimlar ve
bu salim siiresi ya da konsantrasyondan bagimsizdir. Sifirinct dereceden salim, denklem
(2)’ye gore ifade edilir.

C,—C=K,t (2)

Burada C, baslangig¢ ila¢ konsantrasyonunu, C; belirli bir ‘t” zamanindaki salinan
ilag miktarmi1 ve K, sifirinc1 dereceden hiz sabitini temsil etmektedir. Bu modele
uygunluk, ilacin kiimiilatif salim yiizdesinin zamana kars1 grafige dokiilmesiyle

degerlendirilmistir.

3.2.3.5.2. Birinci derece Kkinetik modeli

Burada, salinim hiz1 baslangigtaki ila¢ konsantrasyonu ve zamanla iliskilidir. Tlag
salinim kinetigi, denklem (3)’e gore belirlenmektedir. Co baslangigtaki ilag
konsantrasyonu, t zaman ve K birinci dereceden hiz sabitidir.

Log C=Log Co — K¢/2.303 (3)

3.2.3.5.3. Korsmeyer Peppas kinetik modeli

Korsmeyer-Peppas modeli, polimerik sistemlerden ilag salinimi mekanizmasini
tahmin eder. Veriler, kiimiilatif ila¢ saliniminin (%) logaritmasi ile zamanin logaritmasi
grafigi ¢izilmistir. Kinetik modeli denklem (4)’e gore belirlenmektedir.

Ci/ Cow=Kin, (4)

Ci/ Cw, t zamanindaki ilag saliniminin kesirini (oranini) ve K hiz sabitini temsil

eder.
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3.2.3.5.4. Higuchi kinetik modeli

Bu model genellikle matris sistemlerinden ilag salinimini1 tanimlar. Elde edilen
veriler, bu modele uyum saglamak i¢in kiimiilatif ila¢ saliniminin yiizdelik degerinin
zamanin karekokiine karsi grafige dokiilmesiyle denklem (5)’e gore hesaplanmistir.

=KH At (5)

Ci, t zamanindaki salinan ila¢ miktarin1 ve KH Higuchi hiz sabitini temsil eder

(Nair ve ark., 2019).

3.2.3.5.5. Hixson-Crowell kinetik modeli

Bu model, ila¢ saliniminin partikiillerin ylizey alani ve hacmine bagli oldugunu
tanimlar ve denklem (6)’da temsil edilir.

Co"® — 1) = KHC, (6)

KH hiz sabiti, Co baslangictaki ilag konsantrasyonu ve C; t zamanindaki ilag
salinimini belirtmektedir. Salinim ¢aligmasindan elde edilen veriler, kalan ilag yilizdesinin
kiip kokiinli zamanla karsilagtirarak bu modele uygun hale getirilmistir (Nair ve ark.,
2019).

Kinetik modeller matematiksel formiiller igerir ve salim mekanizmasini agiklar,
regresyon analizi kinetik modelleri veriye uyarlamak amaciyla kullaniimaktadir.
Matematiksel formiillerin veri ile uyumunu test etmek i¢in regresyon uygulanmaktadir.
Kinetik modele regresyon analizi uygulanarak R-Kare (R?), Kok Ortalama Kare Hata
(RMSE), Veriler Aras1 Farklarin Kareleri Toplami (RSS), Akaike Bilgi Kriteri (AIC),
Baesian Bilgi Kriteri (BIC) gibi metrik degerler hesaplanmaktadir. Bu degerler
karsilastirilarak en iyi uyum gosteren kinetik model belirlenmektedir. R?; modelin veriyi
ne kadar iyi acikladigini gosteren degerdir. O ile 1 araliginda deger almaktadir. O degeri
model veriyi agiklayamiyor iken 1 degeri model veriye miilkemmel uyuyor anlamina
gelmektedir. RMSE; modelin tahmin dogrulugunu dlger. Daha diisiik RMSE degeri daha
iyl uyumu gostermektedir. RSS; toplam hata miktarin1 gosterir. Kiiciik RSS degerleri,
modelin veriye daha yakin tahminler yaptigini gostermektedir. AIC; modelin hem
uyumunu hem de karmasikligini dikkate alan bir Olciittiir. Farkli modeller arasinda
karsilagtirma yaparken daha diisik AIC degeri, genelde daha iyi model anlamina
gelmektedir. BIC; AIC’ye benzer, ancak biiyiik veri setlerinde AIC gibi, model
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karsilagtirmalarinda kullanilir. Daha diisiik BIC degeri, daha iyi model uyumu demektir
(Costa ve Lobo, 2001).

3.2.3.6. Biyouyumluluk testleri

CSNP(1-2-3-4), 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP’nin keratinosit hiicrelerinin
canlilig: tizerindeki etkilerini belirlemek icin hiicreler baslangigta %10 fetal sigir serumu
(FBS) ve %] antibiyotikler (gentamisin) igeren DMEM ortaminda kiiltiirlendi. Kuyulara
150 pg/mL ile 0,29 pg/mL arasinda degisen 10 farkli konsantrasyonda dagitilirken, hiicre
kontrolii ve besiyeri kontrolii olarak belirlenen kuyulara CSNP/LL37-CSNP eklenmedi.
Aktif olarak cogalan hiicreler, orta kontroller olarak belirlenen kuyular hari¢, 50 pL
ortamda kuyu basima 5000 hiicre yogunlugunda 96 kuyulu bir hiicre kiiltiirii plakasina
ekildi. Plakalar daha sonra bir CO; inkiibatoriinde 37°C'de 24, 48 ve 72 saat siireyle
inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan her kuyuya canli hiicrelerin mitokondriyal
aktivitesini 6lgen 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir iceren XTT
sitotoksisite sollisyonu (Sartorius) eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Kuyulardaki absorbans,
canli hiicrelerin yiizdesini hesaplamak ic¢in bir ELISA plaka okuyucusu kullanilarak 490
nm'de 6l¢iildii. CSNP (1-2-3-4), 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP’lerin hiicre canlilig1
tizerindeki etkisi, kontrol hiicrelerinin ¢ogalmasinin yiizdesi olarak hesaplandi; burada
CSNP/LL37-CSNP icermeyen kontrol hiicrelerinin ¢ogalmast %100 canlilifa karsilik

gelmistir.

3.2.3.7. CSNP ve LL37-CSNP icin antibakteriyel duyarhhik testi

CSNP, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplar1 hazirlanmistir. Bu gruplar
disk sekilli filtre kagidi iizerine her ornekten 25 pL damlatilarak diskler kurumaya
birakilmistir. Kurutulmus disklerin antibakteriyel etkinligi besiyeri ¢erisindeki
bakterilerin  iireme yiizdeleri hesaplanarak degerlendirilmistir. ~ Gram-pozitif
Staphylococcus aureus (S.aureus)(ATCC 29213) ve gram-negatif Escherichia coli
(E.coli) (ATCC 25922) suslari test suslar1 olarak kullanilmigtir. Aktiflestirilen her bakteri
kiltiiriinden 3 koloni secerek ve kiiltiir yogunlugu 0,5 McFarland olana kadar 4-5 mL
Mueller Hinton Broth (MHB) icinde siispanse edilmistir. 5x10® CFU/mL hiicre bakteri
kiltiiri hazirlanmigtir. Her kuyu igerisinde 100 pL'lik son hacimde bakteri ekimi

yapilmistir. Ekim ardindan kagit diskler 3 tekrarli olacak sekilde ekim yapilan kuyu
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icerisine koyularak 37°C’de 16 saat boyunca inkiibe edilmistir. Siire¢ sonunda
kuyulardan kagit diskler alinarak bakteri canlilig1 ¢ok kuyulu plaka okuyucuda 600 nm’de

Olgiilmiistiir.

3.2.4. PCL/Jel Fiber matlarin fiziko kimyasal ve biyolojik karakterizasyon testleri

3.2.4.1. PCL/Jel fiber mat icin FE-SEM analizleri

Elektroegirme yontemiyle iiretilen fiberlerin morfolojisi ve ¢api, taramali elektron
mikroskobu (FE-SEM) altinda incelendi. FE-SEM go6zlemlerinden 6nce fiberler, basing
altinda piiskiirtmeli iridyum kaplama i¢in 1 cm x 1 cm kareler halinde kesildi ve 4 nm

iridrum ile kapland1. Olgiimler 2 kV’luk ekstra yiiksek voltaj altinda gézlemlendi.

3.2.4.2. PCL/Jel ve LL37-CSNP yiiklii PCL/Jel fiber matin FTIR analizleri

PCL/Jel (60:40) fiber mat G6rneginin FTIR analizi gerceklestirildi. Numune
spekturmlar1 4000 cm™ ila 400 cm™ arasinda kaydedildi. Cihazin sensoriine kiigiik
miktarda fiber mat konularak PCL/Jel (60:40) fiberinin FTIR spektrumlari elde edildi ve

spektrum daha sonra PCL spektrumu ve Jel spektrumu ile karsilastirildi.

3.2.4.3. Temas acis1 analizi

Temas agist, s1v1 bir soliisyonun kati1 bir malzeme yiizeyini 1slatma yeteneginin bir
Olciisiidiir. Temas acis1 analiz cihazi, stvinin damlatildig1 pipet, numune tablasi, numune
ylizeyi lizerindeki damlacigin goriintiisiiniin alinmast i¢in bir kamera, alinan goriintiilerin
aktarildig1 bilgisayar ve damlanin analiz edilmesi i¢in gerekli yazilimdan olusmaktadir.
Su temas acisinin 90° iizerinde ¢ikmasi analiz edilen numunenin hidrofobik yap1
sergiledigini, 90° altindaki sonuglar ise numunenin hidrofilik bir yap1 sergiledigini

gosterir. Su temas acis1 “sesil (yerlestirilen) damla yontemi” uygulanarak 6l¢iilmiistiir.

3.2.4.4. Mekanik analiz

PCL/Jel fiber matin gerilme mukavemeti, elastik modiilii ve kopma uzamasi i¢in

cekme testi gergeklestirilmistir. Gerilme kuvveti, elastik modiilii, kopma uzamas1 gibi



36

mekanik Ozellikler hesaplanmistir. Ortalama mat kalinligr yaklasitk 0,01 mm
bulunmustur. 10x50x0,1 mm ebatlarinda kesildikten sonra 10 mm/dk ¢ekme hizinda her

ornek i¢in 3 kez tekrar edilmistir.

3.2.4.5. PCL/Jel fiber mat biyobozunma testi

Uretilen PCL/Jel fiber numunenin biyobozunurlugunu gozlemlemek i¢in 6 mm
capinda 3 6rnek kesilerek PBS ¢ozeltisinde bekletildi. 16.gline kadar her 3 6rnek PBS
cozeltiden alinip kurutularak FE-SEM goriintiileri alindi. PBS’te 1, 8 ve 16. giin
bekletildikten sonra kurutulan mat agirliklar tartilarak % agirlik kaybi belirlendi.

3.2.4.6. LL37-CSNP emdirilmis PCL/Jel fiber matdan in vitro salim kinetigi

LL37’nin in vitro salimi, 37°C, PBS (pH 6,8) ortaminda 7,5-LL37-CSNP ve 15-
LL37-CSNP 1 mg/mL konsantrasyonda hazirlanarak PCL/Jel fiber mat tizerine 25 pL
emdirilerek kurutulmustur. Fiber mat 6rnekleri ependorf tiipe alinarak PBS igerisinde 24
giin boyunca (her 24 saatte bir) toplanan siipernatant kullanilarak salinan alblimine
esdeger LL37 miktart belirlenmistir. Micro BCA test igerisindeki albiimin standardina
gore (40-20-10-5-1-0 pg/mL araliginda) kalibrasyon egrisi olusturulmus, LL37 salim
kinetigini tahmin etmek i¢in salim c¢alismalarindan elde edilen veriler sifirinci derece,
birinci derece, Higuchi, Korsmeyer-Peppas ve Hixson-Crowell Modeli gibi ¢esitli kinetik

modellere uygulanmustir.

3.2.4.7. PCL/Jel fiber mat 6rneklerinde biyouyumluluk analizi

PCL/Jel fiber matlarin biyouyumluluk analizi i¢in sirastyla Fiber-1(bos), Fiber-2
(7,5-LL37-CSNP), Fiber-3 (15-LL37-CSNP), Fiber-4 (7,5-LL37), Fiber-5 (15-LL37),
Fiber-6 (CSNP) gruplar1 olusturuldu. Fiber gruplar lizerine 1 mg/mL konsantrasyonda
hazirlanmis ¢ozeltilerden (CSNP/7,5-LL37/15-L1L37/7,5-LL37-CSNP/15-LL37-CSNP)
25 uL damlatilarak kurumaya birakildi. Her bir fiber grubu 24 saat, 48 saat ve 72 saat i¢in
96’11 kuyulu plaka igerisinde 3 tekrarli hazirlandi. Her fiber grubunun yer aldigi kuyu
icerisine %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 antibiyotik (gentamisin) iceren DMEM
ortamindan 150 pL eklenerek inkiibasyona alindi. 24, 48 ve 72 saat siireleri sonunda fiber

gruplar kuyulardan alinarak fiber ekstraktlar1 keratinosit hiicreleri i¢in besiyeri olarak
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kullanilmak tizere muhafaza edildi. MK hari¢, HK, Fiber-1, Fiber-2, Fiber-3, Fiber-4,
Fiber-5 ve Fiber-6 i¢in 150 pL besiyerinde kuyu basma 10000 hiicre yogunlugunda 96
kuyulu bir hiicre kiiltliir plakasina ekim yapildi. 24 saat inkiibasyonun ardindan eski
medium atildi. Yeni medium olarak fiber gruplarina ait 24, 48 ve 72 saatlik ekstraktlar
eklenerek 37°C’de inkiibasyona alindi. 24-48-72 saatlik ekstraklarin 48 saat
inkiibasyonunun ardindan her kuyuya canli hiicrelerin mitokondriyal aktivitesini 6l¢en 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir igeren XTT sitotoksisite
soliisyonu (Sartorius) eklendi ve 4 saat inkiibe edildi. Kuyulardaki absorbans, canli
hiicrelerin yiizdesini hesaplamak icin bir ELISA plaka okuyucusu kullanilarak 490 nm'de
ol¢iildii. Fiber matlarin hiicre canlilig1 tizerindeki etkisi, kontrol hiicrelerinin canliliginin
ylizdesi olarak hesaplandi; burada fiber mat ektrakti icermeyen kontrol hiicrelerinin

cogalmasi %100 canliliga karsilik gelmistir.

3.2.4.8.PCL/Jel fiber mat 6rneklerinde antibakteriyel duyarhhk testi

CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplar1 hazirlanmistir. Bu gruplar
disk sekilli PCL/Jel fiber mat {izerine her 6rnekten 25 pLL damlatilmis, diskler kurumaya
birakilmistir. Kurutulmus disklerin antibakteriyel etkinligi sivi besiyerine ekim yapilan
bakteriler iizerinde degerlendirilmistir. Gram-pozitif S.aureus (ATCC 29213) ve gram-
negatif E.coli (ATCC 25922) suslar1 test suslar1 olarak kullanilmistir. Boliim 3.2.3.7°de

verilen protokol uygulanmistir.

3.2.4.9. PCL/Jel fiber mat ornekleri lazer taramal konfokal mikroskop ve SEM

goriintiileme

Fiber ornekler ti¢ tekrarli olmak iizere hem lazer taramali konfokal mikroskopta
hem de SEM’de goriintiileme amaciyla 6 mm c¢apinda dairesel sekilde kesildi. Her 6rnek
lizerine 15-LL37-CSNP ¢ozeltisinden 25 pL damlatilarak kurutuldu. Ilk olarak fiber
ornekler 96’11 plaka i¢cine uyumlu hiicre tacina yerlestirildi. Ardindan 96 kuyulu plakaya
alindi. Her kuyu i¢ine 100 pLL. DMEM eklendi. Her hiicre taci igerisindeki fiber 6rnek i¢in
50 uL DMEM igerisinde 1x10* keratinosit hiicre ekildi. 72 saat boyunca 37°C, %5 CO2’li
inkiibator ortaminda inkiibe edildi. Konfokal mikroskopta goriintiileme prosediiriine
gore; fiber Ornekler kiiciikk petri plakaya aktarildi. Fiber ornekler 500 pL sodyum

kakodilat ¢ozeltisi ile bir kez yikandi. Fiksasyon islemi i¢in fiber ornekler iizerine 1



38

mL’lik %3 gluteraldehit ¢ozeltisi eklenerek 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Inkiibasyon siiresinin bitiminde glutaraldehit ¢ekilerek atildi. 300 uL Tween 80 ile iki kez
yikandi. Ardindan 300 pL Triton-X ¢ozeltisi ile 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi.
Tekradan 300 pLL Tween 80 ile iki kez yikandi. Her fiber 6rnegine DAPI, rodamin-
falloidin ve PBS karisimi1 olan 2 mL boyama ¢ozeltisi eklenerek 20 dk inkiibatdrde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonras1 her fiber 6rnegi 300 pL Tween 80 ile iki kez yikandi. Tween
80 yikanmasindan sonra 1 mL PBS ile yikama yapildi. Fiber Orneklerinin yikama
isleminden sonra her 6rnek lam iizerine alindi. Lamel {izerine mounting soliisyonu
eklenerek baloncuk olusturmadan lam iizerine kapatilarak 1-2 saat kurumaya birakildi.
Lazer taramali konfokal mikroskopta goriintiillemesi yapildi. SEM goriintiileme
prosediiriine gore; fiber 6rnekler 96 kuyucuklu plakaya alinarak iizerine 0,1 M sodyum
kakodilat ¢ozeltisi ile iki kez yikama islemi yapildi. Yikamanin ardindan 0,1 M sodyum
kakodilat icerisinde hazirlanan %3 gluteraldehit ¢ozeltisinden her bir kuyuya 50 pL
eklenerek 2 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 gluteraldehit
cekilerek her kuyuya 50 pL saf su ile li¢c kez yikama islemi yapildi. Daha sonra sirasiyla
%50, %80, %90 ve %96 etanolde her kuyu i¢in 50 pL eklenerek her bir yiizde derisimde
20 dk bekletildi. Ardindan her kuyu i¢in 50 pL HMDS eklenerek c¢eker ocakta 24 saat

boyunca kurutuldu. Kurutma sonras1t SEM goriintiilleme amaciyla kaplama yapildi.

3.2.4.10. PCL/Jel fiber mat ornekleri icin 2B modelde cizik testi

Cizik testi i¢in PCL/Jel fiber 6rneklerden 6 mm capinda dairesel diskler kesildi.
In vitro yara iyilesme etkisini 2 boyutlu(2B) keratinosit hiicre kiiltiir ortaminda incelemek
amacityla HK, CSNP-PCL/Jel, 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel
gruplari 3 tekrarli olarak hazirlandi. 96 kuyulu plakada her kuyu i¢in 3x10* keratinosit
hiicresi 50 uL DMEM besiyeri icerisinde ekildi. 24 saat 37°C, %5 CO2’li inkiibatorde
inkiibasyon sonrasi hiicrelerin kuyu alanii kapladig1 gézlemlendi. Hiicre kapli kuyu
alanina steril pipet ucu kullanilarak ¢izik yarasi olusturuldu. Kuyulardaki 2B ¢izik yara
modellerinin tizerine HK hari¢ diger fiber gruplar yerlestirildi. Uygulamanin 1., 7. ve
14.giinlerinde kuyularda fiber mat 6rnekler ¢ikarilarak invert mikroskop altinda 2B ¢izik
yara modelinde yara kapanmasi gézlemlendi. Yara kapanma yiizdesi Image-J programi

kullanilarak hesaplandi.
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3.2.5. 3B cilt modeli gelistirilmesi

Yeniden yapilandirilmis epidermal model (RHE), keratinosit hiicrelerinin
insertlere ekilmesiyle olusturulur. Keratinositler hiicre kiiltiir flasklarinda ¢ogaltildi.
Insertler, polistrine halkaya sahip ve iizerinde polikarbonat membran bulunan plastik
kaplardir. Membran alt taraftan hiicrelerin beslenmesini saglayan 0,4 um capinda
gozenekler icerir. RHE nin olusturulma siirecinde keratinosit hiicreleri insert i¢inde hiicre
kiltiirii besiyerine daldirilarak kiiltlirlenir. 24 saat sonra, besiyeri seviyesi membranin {ist
kisminin (apikal bolge) havaya maruz kalacak sekilde degistirilir. Bu hava-sivi araytizii
(air-liquid interface (ALI)) kiiltiirii keratinositlerin fonksiyonel bir epidermis haline
gelmesi yani farklilagmasi agisindan 6nem arz eder. Hava-sivi araylizii kiiltiirii sirasinda
kullanilan yeni besiyeri baslangic kiiltlir besiyeri ile karsilastirildiginda daha yiiksek
CaCl; seviyeleri igerir. Sirastyla kullanilan besiyerleri; E1 besiyeri (60 uM CaCl), E2
besiyeri (E1 besiyeri her mL’si i¢in 4,8 pL. CaClz) ve E3(E2 besiyeri her mL’si i¢in 2,4
mL CaCly) dir. Bu fakli seviye keratinositlerin farklilagmasi i¢in ek bir uyarict saglar.
Prosediire gdre ¢ogaltilan keratinosit kiiltiir kabindaki eski besiyeri atildi. 75 ¢cm?’lik
kiiltiir flask1 4,5 mL PBS ile yikand1 ve atild1. 75 cm?’lik flask i¢in 2 mL %0,05-Tripsin
eklenerek 37°C inkiibatdrde 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sirasinda 12°li ve 24°lii
kuyulu plaka ile birlikte insertler hazirlandi. inkiibasyon sonras: hiicreler flasklardan
kaldirilarak 15 mL’lik falkon tiipe aktarildi ve 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek
keratinositler ¢oktiirtiriildii. Santrifiij sonrasi siipernatant atildi ve hiicre pelleti E2
besiyerinde yeniden siispanse edildi. Hiicre sayisi thoma sayim laminda ve trypan mavisi
kullanarak belirlendi. 12 kuyulu plakada her insert igin 500 uL E2 besiyeri 5x10° hiicre,
24°1ii plaka her insert igin 300 uL E2 besiyeri i¢inde 3x10° hiicre eklendi. 37°C ve %5
CO; ortaminda 2 saat inkiibasyonda tutunmasi igin bekletildi. Ardindan insertlerin 12
kuyulu plakada insert disina 1 mL E2 besiyeri, 24 kuyulu plakada ise insert disina 500
L E2 besiyeri hava kabarcigi olmadigindan emin olarak eklendi. Plakalar 37°C ve %5
COy’de 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saat sonrasi1 ALI kiiltiirii baslatmak icin
insertlerden besiyeri dikkatlice cekilerek atildi. Insertlerin digindaki E2 besiyeri E3
besiyeriyle degistirildi. Besiyeri degisimleri 24 kuyulu plaka i¢in haftada ii¢, 12 kuyulu
plaka i¢in haftada iki kez degistirildi.

Tam kalinlikta deri esdegeri (FTSE) ya da tam kalinlikta deri modeli, yalnizca
epidermal bir bilesen degil, ayn1 zamanda dermal bir bilesen de icerir. Dermis tip-I

kolajen matrisinden olusur ve bu matrisin i¢ine insan dermal fibroblast (HDF) hiicreleri
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yerlestirilir. Keratinosit hiicreleri dermisin iizerine ekilir. Kolajen jelindeki HDF’ler,
ekstraselliiler matris (ECM) proteinlerini tireterek matrisi yeniden organize eder ve
cogalirlar. Bu aktivite, yiizeydeki keratinositlerin proliferasyonunu uyarir. Keratinosit
lerin bu siirecte farklilagmasi CaCl, seviyelerinin ayarlanmasi ve uygun ALID’in
kullanilmastyla uyarilir. Cok katmanli epidermis, farkli farklilagma asamalarindaki
keratinositleri icerir ve FTSE modeli stratum korneum olusumuyla tamamlanir.
Prosediire gore; ilk olarak kolajen jel bileseninde gerekli kiiltiir flasklarinda ¢ogaltilan
HDF hiicrelerinin eski besiyeri gekilerek atildi. 75 cm®lik flask igin 2 mL PBS ile
yikanmasi sonrast atildi. 2,5 mL Tripsin eklenerek 37°C ve %5 CO; ortaminda 5 dk
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 kaldirilan HDF’ler 15 mL’lik falkon tiipe aktarilarak
800 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilerek HDF’ler ¢oktiiriildii. Santrifiij sonrasi
slipernatant atildi1 ve hiicre pelleti FGM’da yeniden siispanse edildi. Hiicre sayis1 thoma
sayim laminda ve trypan blue kullanarak belirlendi. Hiicre pelleti 4x10° hiicre/mL olarak
ayarlandi. 15 mL’lik falkon tiip icerisinde sirasiyla 6 mL sigan kuyrugu kolajeni, 1,6 mL
5xRB, 400 pL HDF (4x10° hiicre/mL) karistirilarak toplam hacmi 8 mL olan kolajen jeli
hazirlandi. 12 kuyulu plaka igerisindeki her insert i¢cin 400 pL baloncuk olusturmadan
kolajen jel karigimi eklendi. Insertler 37°C ve %5 CO; ortaminda 30 dk inkiibe edilerek
kolajen jelinin polimerlesmesi saglandi. HDF’ler kolajen yataklarinda 5 saate kadar
bekleyebilmektedir. Bu siireci gecirmeden kiiltiir flasklarinda g¢ogaltilan keratinosit
hiicrelerindeki eski besiyeri atildi. 75 ecm? lik kiiltiir flask1 4,5 mL PBS ile yikand: ve
atild1. 75 cm®’lik flask i¢in 2 mL %0,05-Tripsin eklenerek 37°C inkiibatdrde 5 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler flasklardan kaldirilarak 15 mL’lik falkon tiipe
aktarildi ve 800 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek keratinositler ¢oktiirtiriildii. Santrifiij
sonrasi siipernatant atild1 ve hiicre pelleti E2 ortaminda yeniden siispanse edildi. Hiicre
sayis1 thoma sayim laminda ve trypan mavisi kullanarak belirlendi. Hiicre pelleti 4x10°
hiicre/mL olarak ayarlandi. 12 kuyulu plakada kolajen yatagina zarar vermeden her
inserte 500 pL keratinosit (4x10° hiicre/mL) eklendi. Insert disna 1 mL E2 besiyeri
eklenerek inkiibasyona birakildi. 24 saat sonra insert i¢inde bulunan besiyeri ¢ekilerek
atild1 ve 12 derin kuyulu plakaya insertler aktarildi. Insert disina 4,5 mL E3 besiyeri
eklendi. Besiyeri degisimleri haftada 2 kez yapild.

3.2.5.1. 3B cilt yara modeli
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12 kuyulu plaka ve 24 kuyulu plaka i¢in ayr1 ayr1 yikama prosediirii hazirlandi. 12
kuyulu plaka igerisindeki RHE ve FTSE modeller i¢in yikama prosediiriine gore, 12
kuyulu ayr1 bir plaka hazirlandi. Ust sirada (4 kuyu), her bir kuyuya 1 mL PBS eklendi.
Orta sirada (4 kuyu), her kuyuya 750 uL 1X-Tripsin-EDTA eklendi. Alt sirada (4 kuyu)
her kuyuya 1 mL FBS eklendi. Ayrica 6 kuyulu plaka yikama istasyonu olarak hazirlandi
ve her kuyuya 1 mL E3 besiyeri eklendi. 24 kuyulu plaka icerisindeki RHE ve FTSE
modeller i¢in yikama prosediiriine gore ise 12 kuyulu ayr1 bir plaka hazirlandi. Ust sirada
(4 kuyu), her bir kuyuya 500 uL PBS eklendi. Orta sirada (4 kuyu) her kuyuya 300 puL.
1 X-Tripsin-EDTA eklendi. Alt sirada (4 kuyu), her kuyuya 500 pL FBS eklendi. Ayrica
6 kuyulu plaka yikama istasyonu olarak hazirlandi ve her kuyuya 500 puL E3 besiyeri
eklendi. ilk olarak baslangigta kiiciik petri kabinda punch yapilmis modeller kisa bir
stireligine PBS iceren kuyuya daldirildi. Hemen ardindan 3 dk boyunca oda sicakliginda
Tripsin-EDTA iginde inkiibe edildi. Sonrasinda diiz u¢lu forseps yardimiyla FBS igine
son olarak da E3 besiyeri i¢cinde nazik¢e ¢alkalandi. Bu islemlerden sonra model tekrar
kiigiik bir petri kabina yerlestirilerek ince uglu cimbiz yardimiyla punch yeri dikkatlice
cikarildi. Punch yapilmis modeller tekrar plakalarina geri yerlestirildi. Epidermal
modeller kiiltliriin onuncu giiniinden daha erken ve on besinci giiniinden daha geg
olmayan bir zamanda punch yapilmalidir. Tam iyilesme ve bariyer onarimi, sonrasinda

14 giin boyunca gozlemlenebilir.

3.2.5.2. In vitro 3B insan cilt modeli ve 3B insan cilt yara modeli morfoloji ve

karakterizasyonu

Doku orneklerinin otoliz ve bozulmaya ugramasini engellemek i¢in formaldehit
kullanilarak hiicresel yapilarin sabitlenmesi saglandi. Ardindan dokudaki suyun
uzaklastirilmas1 i¢in artan derisimlerde etanol serileriyle dehidrasyon islemi
gerceklestirildi. Etanol ile dehidre edilen doku, parafin ile uyumlu hale getirilmek iizere
ksilol ile saydamlagtirildi. Ksilol ile saydamlagtirilan doku, erimis parafin ile doyurularak
infiltrasyon saglandi. Infiltrasyonu tamamlanan doku, uygun doku gémme kaseti igerisine

alinarak parafinde katilastirildi ve mikrotomda kesilmeye hazir hale getirildi.

3.2.5.2.1. 3B cilt modellerinin fiksasyonu
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3B deri modeline ait insertler, 12 kuyulu plaka i¢ine transfer edildi. Her insert
icine 1 mL, dis kismma ise 2 mL %10 paraformaldehit ¢ozeltisi eklendi. Insertler oda
sicakliginda 4 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda insertlerin ig
kismindaki ¢ozelti ¢ekilerek atildi. Bir nester yardimiyla deri dokusunun kivrilmasinm
onlemek amaciyla doku 3 cm x 3 cm boyutlarinda lens kagidi1 {izerine yerlestirildi. Daha
sonra doku, doku gomme kaseti igerisine alinarak soguk %70 etanol icerisinde doku

gomme islemine kadar bekletildi.

3.2.5.2.2. 3B cilt modellerinin parafine gomiilmesi

Fiksasyonun ardindan tekrar PBS ile yikama islemi yapildi. Gomme islemi
oncesinde doku artan derisimlerde etanol ile dehidre edildi. Bunun ig¢in sirasiyla %50
etanolde 15 dk, %70 etanolde 15 dk, %80 etanolde iki kez her birinde 30 dk, %96 etanolde
iki kez her biri 30 dk bekletme islemleri yapildi. Fikse edilmis ve dehidre edilmis cilt
modelleri parafin doldurulmus uygun bir kaliba yerlestirildi. Doku istenilen kesit yoniine
uygun oryantasyonda yerlestirildi. Kalip doku gdmme kaseti ile kapatildi ve {izerine ilave
parafin eklendi. Parafine gomiilmiis doku Ornegi en az 1 saat boyunca -80°C’de
donduruldu. Ardindan mikrotom cihazina (Microm) parafine gomiilmiis doku
yerlestirilerek 5 um kalinliginda kesitler alindi. Alian kesitler mikroskop lamlarina

yerlestirildi ve 37°C’de en az 8 saat boyunca kurutuldu.

3.2.5.2.3. H&E boyama

Kesitler 60°C sicakliktaki inkiibatorde en az 4 saat bekletilerek kesitlerdeki
parafin eritildi. Deparafinasyon islemi i¢in sirasiyla ksilende iki kez 10 dk, rehidrasyon
islemi i¢in %96 etanolde 3 kez daldirma, %80 etanolde 3 kez daldirma, %70 etanolde 3
kez daldirma, %50 etanolde 3 kez daldirma ve son olarak distile saf suda hafifce
calkalama islemi yapildi. Hematoksilin ile boyama asamasinda; doku kesitleri
hematoksilin soliisyonunda 3-5 dk silireyle boyandi. Boyama siiresi sonunda, doku
kesitleri distile su ile iki kez durulandi. Bluing (maviye ¢evirme) asamasinda; doku
kesitleri bluing soliisyonunda 10-15 sn siireyle isleme tabi tutuldu. Islem sonrasinda, doku
kesitleri distile su ile iki kez durulandi. Lam %96 etanole daldirildi ve fazla alkol hafifce
kurutuldu. Eosin ile boyama asamasinda; doku kesitleri eosin Y soliisyonunda 2-3 dk

boyandi. Boyama siiresi sonunda, doku kesitleri %96 etanol ile yikandi. Lamlar ii¢ kez



43

%096 etanol ile dehidrate edildi. Mounting soliisyonu lam ile lamel arasina eklenerek
baloncuk olusturmadan kapatildi. Hazirlik tamamlanmasinin ardindan mikroskop altinda

inceleme yapilmak i¢in hazir hale getirildi.

3.2.5.2.4. immunohistokimyasal (IHC) analiz

Lamlara alinmis doku kesitleri 60°C etiivde 4 saat boyunca inkiibe edilerek
parafinin erimesi saglandi. Lamlar iki kez her seferinde 5 dk stireyle ksilende deparafinize
edildi. Lamlar iki kez her seferinde 3 dk siireyle %100 alkolde bekletildi. Ardindan
strastyla %95, %70 ve %50 oranindaki alkollerden her biri 3 dk olacak sekilde islemden
gecirildi. Lamlar1 oda sicakliginda 1 mL %0.5 Triton-X-100/PBS icinde 5 dk inkiibe
edildi. Ardindan permeabilizasyon tamponunu yikamak i¢in lamlar1 0,5 mL PBS i¢inde
5 dk inkiibe edilerek yikandi. Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek amaciyla
kesitler oda sicakliginda Thermo scientific peroxidase suppressor iginde 30 dk inkiibe
edildi. Lamlar PBS ile iki kez her seferinde 5 dk yikandi. Her bir lam kesitine 100 pL
bloke edici tampon (%1 BSA) eklendi ve nemli bir ortamda 1 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda bloke edici tampon lamlarin {izerinden silizerek uzaklastirildi. Bloklama
cozeltisi ¢ikarildiktan sonra her lam kesiti i¢in uygun sekilde seyreltilmis birincil antikor
(involukrin, sitokeratin, laminin) lam kesitlerinin {izerine 100 pL olacak sekilde
uygulandi ve nemli ortamda, oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. Ardindan PBS ile iki
kez, her defasinda 5 dk yikandi. PBS uzaklastirildi ve kesitleri karanlikta oda sicakliginda
1 saat boyunca %1 BSA i¢inde hazirlanmis HRP ile konjuge ikincil antikorla 30 dk
boyunca inkiibe edildi. Lamlar PBS ile iki kez her birinde 5 dk yikandi. Antikor
boyamasinin rengini ortaya ¢ikarmak i¢in lam kesitlerine taze hazrilanmig DAB substrat
¢ozeltisinden 100 uL eklendi. Istenilen renk yogunlugu elde edilene kadar bekletildi.
Ardindan lamlar PBS ile {i¢ kez, her seferinde 2 dk yikandi. Mikroskop altinda kahverengi
renk olusumu goézlemlendi. Sonrasinda doku lamlarina mounting soliisyonu kullanilarak
lamel yerlestirildi. Boylelikle hazirlanan lamlar oda sicakliginda kalici olarak saklanabilir
ve goriintiilenebilir hale getirildi. Son olarak antikor boyamasi tekrardan mikroskop

altinda gozlemlenerek kaydedildi.

3.2.5.2.5. Yara kapanmasimin MTT analiz ile tespiti
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24 kuyulu plaka insertlerinde yer alan doku modellerinde epidermal model ve
yarali (punch) model ve 15-LL37-CSNP damlatilmis yarali (punch) model i¢in 1.giin ve
11.glin doku canlilik etkisini MTT analizi yapilmasi planlandi. MTT analizinde aktif
metabolizmaya sahip hiicrelerde mavi bir formazan tuzuna indirgenmesi sonucu
gbzlemlenir. Hem epidermal model, yarali (punch) model ve 15-LL37-CSNP damlatilmis
yarali (punch) model 1.giin ve 11.giin arasindaki yara kapanma farkliligini1 gézlemlemek
amaciyla MTT 1 mg/mL konsantrasyonda PBS ¢ozeltisi icerisinde hazirlandi. 24 kuyulu
plaka i¢ine 500 uL MTT eklendi. Baloncuk olusturmadan MTT iizerine hem epidermal
model hem de punch epidermal modeller yerlestirildi. 37°C, %5 CO; ortam sartlarindaki
inkiibatorde 2-3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda 24 kuyulu
plaka icerisindeki modeller yeni bir 24 kuyulu plaka igerisine aktarildi. Aktarim
yapilirken insert tabanindaki MTT kalintis1 pegeteye emdirildi. Yeni plakadaki insert
icine 500 pL izopropanol, insert disina 500 uL izopropanol eklendi. Ardindan 24’li
plakadaki modeller 100 rpm hizindaki ¢alkalayicida 1 saat boyunca ¢alkalandi. 1 saat
sonunda insert tabanindaki membran bir igne yardimiyla parcalanarak insert i¢ ve dista
yer alan mor renkli ¢oziinmiis formazan sivinin birbirine karigsmasi saglandi. Sivilarin
homojen karigmasini saglamak amaciyla 15 dk 100 rpm de tekrar ¢alkalanmasi saglandi.
Ardindan 96 kuyulu plakadaki kuyularina 2x200 pL 6rnekler ve izopropanol blank 6rnek
pipetle koyuldu. Absorbans 6l¢iimii 570 nm optik yogunluk (OD) degerinde yapildi. Son

olarak sonuglara gore doku canlilik hesab1 yapildi.

3.2.5.2.6. Invert mikroskopta yara kapanma goriintiileme

24 kuyulu plaka insertlerinde doku modellerinin punch yapilarak yaralanmasi
sonras1 kontrol, LL37, 15-LL37-CSNP gruplarinda yara kapanmanin mikroskobik
goriintiileri kaydedildi. Yaralanmanin 0.glin, 1.glin, 6.glin ve 1l.glin arasindaki
farkliliklarin alinan mikroskobik goriintiilerle karsilastirmasi yapilarak gruplar arasinda

yara kapanma etkinligi degerlendirildi.

3.2.6. Istatistik analizler

Biyouyumluluk, antibakteriyel ve yara iyilesme testleri en az ii¢ bagimsiz tekrarla

gerceklestirilmistir. Her bir test i¢in deney gruplari ile kontrol gruplarinin sonuglar



45

karsilastirilmis ve istatistiksel analizde Student’s t-testi kullanilmistir. Anlamlilik diizeyi

p < 0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. NP’lerin Morfoloji ve Karakterizasyon Sonuglari

4.1.1. CSNP ve LL37-CSNP’lerin FE-SEM analiz sonuclar1

Seyreltilmis ¢ozeltinin lam lizerine damlatilarak kurutulmasiyla elde edilen
CSNP-1, CSNP-2, CSNP-3, CSNP-4, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplari i¢in
nanopartikiil morfolojisi taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) altinda farkl1 biiyiitme
oranlarinda incelendi. Sekil 4.1’de CSNP-1 6rneginin 30.00 kx biiylitme oranindaki FE-
SEM goriintiisii gosterilmektedir.

Sekil 4.1. a) CSNP-1, b) CSNP-2, c) CSNP-3, d) CSNP-4, e) 7,5-LL37-CSNP, f) 15-LL37-CSNP
orneklerinin 30.00 kx FE-SEM gériintiileri

CSNP ve LL37 enkapsiile edilmis CSNP gruplarinda aglomerasyonu engellemek
icin Tween 80 ajan1 ve NaCl ¢ozeltisinin etkinligi incelenmistir. Basarili bir kitosan
nanopartikiil olusumunda g6z onlinde bulundurulmasi gereken 6nemli parametrelerden
biri Tween 80 ajaninin optimizasyonudur (Tigli ve ark., 2012). Aglomerasyonu
engellemek i¢in kullanilan NaCl ¢ozeltisinin varligt CSNP’lerin kristalize-pargacik
morfolojisinde, Tween 80 ¢ozeltisinin varligi ise CSNP’lerin oldukga kiiresel morfolojide
oldugunu gostermektedir. Cozelti iceriklerine NaCl ¢ozeltisi eklemenin temel nedeni
partikiil hazirlama iizerinde kontrol saglamaktir. Onceki yapilan ¢aligmalara uygun olarak

tek degerlikli tuzlarm varligi CS zincirlerindeki sertligi ve ylik itmesini azaltarak partikiil
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boyutlarinin daha kompakt olusumuna dolayistyla NP’lerin olusumuna katki saglayacagi
bildirilmesine ragmen yiiksek NaCl konsantrasyonu CS ve TPP arasindaki etkilesim
azalmasina neden olurken orta diizeydeki NaCl konsantrasyonu NP’lerin koloidal
stabilite gelisimi ve homojen partikiil boyut dagilimini ger¢eklestirmesi agisindan idealdir
(Sreekumar ve ark., 2018; Antoniou ve ark., 2015). Bir baska ¢alismaya gore ¢ozeltide
iyonize haldeki tuz CS ile capraz baglayici arasindaki elektrostatik etkilesimin

zayiflamasina sebep oldugu bildirilmektedir (Huang ve Lapitsky, 2011).

4.1.2. CSNP ve LL37-CSNP’lerin partikiil boyutu, PDI ve ZP analiz sonuclari
CSNP (1-2-3-4)’ler, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP i¢in ortalama partikiil boyutu,
PDI ve ZP 6l¢timleri yapilmistir. Gruplarin ortalama partikiil boyutu, PDI ve ZP degerleri

Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. CSNP gruplarinin ortalama partikiil boyutu, PDI ve ZP degerleri

Gruplar Ortalama Partikiil Boyutu (nm) PDI ZP (mV)

CSNP-1 180,40£2,16 0,289+0,00 40,57+1,82
CSNP-2 198,00+4,48 0,259+0,03 43,68+1,40
CSNP-3 291,90+6,65 0,364+0,01 46,26+0,72
CSNP-4 496,40+9,80 0,321+0,00 35,75+0,97
7,5-LL37-CSNP 195,60+3,50 0,257+0,02 19,26+1,39
15-LL37-CSNP 210,90+2,59 0,306+0,02 51,21+0,93

Sekil 4.1’de CSNP gruplarinin Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.1. Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi a) CSNP-1 (* NB degeri: 180,4+2,16 nm * PDI degeri:
0,289+0,00) b) CSNP-2 (* NB degeri: 198,0+4,48 nm * PDI degeri: 0,259+0,03) c) CSNP-3 (* NB degeri:
291,9+6,65 nm * PDI degeri: 0,364+0,01) d) CSNP-4 (* NB degeri: 496,4+9,80 nm * PDI degeri:
0,321+0,00) e) 7,5-LL37-CSNP (* NB degeri: 195,60+3,50 nm * PDI degeri: 0,257+0,02) f) 15-LL37-
CSNP (* NB degeri: 210,9£2,59 nm * PDI degeri: 0,306+0,02)

Sekil 4.2°de CSNP gruplarinin Zeta Potansiyeli grafikleri gosterilmistir.

a) b) c)
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YAl
i

d) e) f)

Sekil 4.2. Zeta potansiyel analiz grafikleri a) CSNP-1 (*Zeta Potansiyel degeri: 40,57+1,82 mV) b) CSNP-
2 (*Zeta Potansiyel degeri: 43,68+1,40 mV) c) CSNP-3 (*Zeta Potansiyel degeri: 46,26+0,72 mV) d)
CSNP-4 (*Zeta Potansiyel degeri: 35,75+0,97 mV) e) 7,5-LL37-CSNP (*Zeta Potansiyel degeri:
19,26+1,39 mV) f) 15-LL37-CSNP (*Zeta Potansiyel degeri: 51,214+0,93 mV)
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CSNP iiretiminde partikiil boyutu iizerinde etkinligi olan bir¢ok parametre
bulunmaktadir. Bu parametreler; CS konsantrasyonu, TPP konsantrasyonu, CS:TPP
hacim orani, pH, NaCl ¢ozeltisi ekleme, Tween 80 ekleme, santrifiij ve santriflij tekrari,
ultrasonik banyo siiresi, filtreleme olarak verilebilir. Bu parametreler partikiil boyutu,
PDI ve ZP degerleri lizerinde etkili olmasi agisindan 6nemlidir. CSNP’lerin fiziko-
kimyasal Ozelliklerinin ~ belirlenmesinde en oOnemli faktorlerden birisi CS
konsantrasyonudur. CSNP ¢ozeltisi hazirlanirken CS konsantrasyonunun artisiyla birlikte
daha fazla CS molekiilii birbirini yakalayacak ve TPP ile ¢apraz baglanma yaparak tek
biiylik bir parcacik meydana getirecektir. CS pargacik boyutundaki artisin sebebi i¢in CS
molekiiliindeki “-OH gruplar1” molekiiller arasi hidrojen baglarma ve “-NH3™ varlig
molekiiller arasi elektrostatik itmeye atfedilebilecegi bildirilmistir (Fan ve ark., 2012).
CS konsantrasyon degerlerinin degisikligi CSNP’leri tizerinde morfolojik degisikliklere
sebep oldugu bildirilmektedir (Algharib ve ark., 2022).

Parcacik boyutu, pargacik dagilimi1 ve ZP’yi kontrol eden 6nemli parametrelerden
birisi de CS:TPP oranidir. Parcacik boyutundaki artis CS:TPP hacim oranindaki artis ile
paraleldir. Oran agisindan 6zellikle CS bileseninin TPP bilesenine gore biiyiik hacimde
olmast c¢cokerek topaklasma sorunu agisindan Onemlidir. Algharib ve digerlerinin
caligmalarinda benzer durum olustugu gosterilmistir (Algharib ve ark., 2022). Bu
anlamda deney gruplarinda CS:TPP orami 2:1 olarak belirlendi. Ancak nanopartikiil
boyutunu ayarlamak i¢in bu oran 3:1, 4:1 ya da 5:1 oranlarina kadar degistirilebilinir.

CS c¢ozeltisine TPP ¢ozeltisi ekleyerek nanoparcacik olusumu sirasinda damla
damla akis hizinin ve karistirma siiresi onemlidir. CS ¢ozeltisine eklenen TPP ¢ozeltisinin
akis hizinin artis1 pargacik boyutu ve PDI degerini arttirma egilimi gostermektedir. Bu
durum Majedi ve digerlerinin ¢alismalarinda bildirilen sonuglarla uyum gostermektedir
(Majedi ve ark., 2014).

CS ve TPP c¢ozeltilerinin pH degerleri CSNP’lerin iiretimi esnasinda énemli bir
cevresel degiskendir. Nanoparcaciklarin asidik ortamda olusumu arzu edilen
nanoboyutlarda nanopartikiil elde edilmesi i¢in gereklidir. CS’nin asidik ortamda
¢ozlnlirliik artist CS amino gruplarimin asidik pH degerinde protonasyonuna yol agar
sonug olarak CS’nin NH» grubunun protonasyonu zincir gevsemesine etki ederek daha
hizli hidrojen bagi ayrismasina ve asidik ortamda etkili solvent diflizyonuna yol
acmaktadir (Pilipenko ve ark., 2019). Benzer sekilde CS soliisyonunun pH degeri 5,5
izerine ¢iktiginda amino gruplarinin protonasyon miktarinin azalmasina bagl olarak

aglomerasyona ve daha biliyiik parcacik olusumuna sebep oldugu tespit edilmistir
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(Hussain ve Sahudin, 2016). Ek olarak ortamin pH degerinin asidik ortamdan alkali
ortama gegirilirse protonasyon/deprotonasyon islemlerinin ZP degeri iizerinde azalmaya
neden oldugu varsayilmistir (Pilipenko ve ark., 2019). Calismanin tiim deney gruplarinda
IM HCI ¢ozeltisi kullanilarak CS ¢d6zeltisinin pH degerini 5, 1M NaOH c¢ozeltisi
kullanilarak TPP ¢ozeltisinin pH degerini 2 olarak ayarlandi. Bu agidan CSNP olusum
ortaminin pH degerinin 3.5-4 olmas1 optimum asidik ortami saglar.

CSNP’lerin toplanmasi bu sistemlerin iyi bilinen bir dezavantajidir. NP’lerin
toplanmasini onlemek icin Tween 80 gibi bir yiizey aktif maddenin kullanildigi
bildirilmektedir. Agarwal ve digerlerinin ¢calismasinda CSNP iiretimi sirasinda Tween 80
ajani olmaksizin nanopartikiil olusumunun saglanamadig1 gosterilmistir. Ancak Tween
80 miktar arttirilirsa pargacik boyutunu arttirdigr bildirilmektedir. Caligsmalarina gore
CSNP boyut dagilimlar1 %0.5 ve %1 Tween 80 i¢in sirastyla 148.8+1.1 nm (PDI=0.066)
ve 177.0£3.2 nm (PDI=0.090) olarak gosterilmektedir (Ozturk ve ark., 2020; Agarwal ve
ark., 2018). Ancak bu durum CS molekiil agirligi ve deasetilasyon derecesi
parametreleriyle degisiklik géstermektedir (Gan ve ark., 2005; Zhao ve Wu, 2006; Csaba
ve ark., 2009).

CSNP(1-2-3-4), 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP i¢in nanopartikiil cap
ortalamalar sirasiyla 179+ 2,16 nm, 198,0+ 4,48 nm, 291,94 6,65 nm, 496,4+9,80 nm,
195,60+3,50 nm ve 210,90+2.59 nm olarak ol¢iildii. Rashki ve digerleri tarafindan
(Rashki ve ark., 2022) yiiksiiz kitosan nanopartikiil liretiminde tespit edilen 129 nm
nanopartikiil capina yakin degerde oldugu belirtilmis ve benzer sonuglarin elde edilmistir.

TPP c¢ozeltist CS ¢ozeltisine eklenirken CS ¢ozeltisinin manyetik karistiric
tizerindeki hizi olusan parcacik boyutu iizerinde etkili olan bir diger parametredir.
Optimum bir karistirma TPP’nin CS ¢ozeltisi igerisinde ¢oziinmesini hizlandirmasiyla
birlikte CS zincirleriyle daha hizli bir baglanma sonucu NP boyutunda azalma
saglayabilmesinin aksine gii¢lii bir karistirma ise pargaciklar arasindaki itici kuvveti yok
ederek parcaciklarin toplanmasina neden olabilmektedir (Fan ve ark., 2012; Jonassen ve
ark., 2012). Algharib ve arkadaslar1 par¢acik boyutlarin1 manyetik karistiricida 500 rpm
icin 138,50+0,50, 1000 rpm i¢in 67,17+0,77 ve 1000 rpm iizeri i¢in 105,50+0,50 tespit
etmislerdir (Algharib ve ark., 2022). Bu ¢alismaya gére CSNP deney gruplarindaki
manyetik karistirict degeri 800 rpm olarak ayarlandi bu agidan istenilen nanopartikiil
boyutunu elde etmek i¢in gereklidir.

Stispansiyonlarda parcacik boyutu dagilimini incelemek amaciyla PDI kullanilir

(Algharib ve ark., 2022). PDI’nin kii¢iik degerlerde olmasi diizgiin ve homojen parcacik
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dagilimimi, PDI’nin daha yiiksek degerlerde olmasi ise ¢esitli pargacik boyut araligini
gostermektedir (Hassan ve ark., 2018). Ozellikle deney gruplarindaki PDI degerlerinin
0,2 ile 0,4 araliginda kalmas1 benzer bir ¢alismada oldugu gibi homojen dar bir boyut
dagilimina isaret etmektedir. PDI degerlerindeki artisin meydana gelmesi artan CS
konsantrasyonu sebebi olarak CSNP’ler iizerinde aglomerasyon olusturma egilimiyle
artan polidispersiteye zemin olusturmaktadir. Algharib ve arkadaslarimin  CS
konsantrasyonlar1 0.3’ten 5 mg/ml arasinda iken alinan PDI degerleri 0.27+0.02’den
0.67+0.05’¢ yiikselmesiyle tespit edilmektedir (Algharib ve ark., 2022).

ZP degeri 6zellikle nanopartikiillerin stabilitesini belirleyen bir faktordiir. Uretilen
nanosiispansiyonlarin fiziksel stabilitesi i¢in >+ 30 mV ve <-30 mV'lik bir pargacik yiikii
standardidir (Nallamuthu ve ark., 2015). Dolayisiyla deney gruplarinda CSNP’lerin ZP
deger sonuglar1 partikiillerin oldukga iyi stabiliteye sahip olduklarini gostermektedir.
Lazaridou ve arkadaslarinin c¢alismalari benzer sekilde CSNP’lerin ZP degerlerinin
pozitif ve 37.6-40.1 mV arasinda degistigini bildirmistir (Lazaridou ve ark., 2020).
Nanopartikiillerin yliksek ZP degerleri hiicre zarmin negatif yiiklii olmasi nedeniyle
etkilesime girerek hiicresel aliminin artmasina fayda saglayacaktir (Algharib ve ark.,
2022). Calismada CSNP(1-2-3-4) ve 15-LL37-CSNP gruplar i¢in ZP degerleri > + 30
mV kriterine uygunlugu iiretilen nanopartikiillerin oldukga iyi stabilite sergiledigini

gostermektedir.

4.1.3. FTIR analiz sonuclar

FTIR analiz i¢in cihazin sensorine 1 mg CS, TPP, CSNP, LL37-CSNP
numunelerinden alinarak FTIR spektrumlari elde edildi ve daha sonra CS, TPP, CSNP ve
LL37-CSNP &rneklerinde bulunan fonksiyonel gruplar 4000 ile 400 cm™' arasindaki
cOziintirlikkle kaydedildi. FTIR analiz sonuglar1 Sekil 4.3’te CS, TPP, CSNP ve LL37-
CSNP i¢in ayr1 ayn ve Sekil 4.4’te ¢akistirilmis olarak tek grafikte gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Cakistirilmis FTIR spektrumu

Saf CS spektrumunda yer alan spesifik FTIR pikleri sirastyla 3353,74 cm™ OH
gerilmesi olan genis bir pik, 3282,98 cm™! N-H gerilmesi, 2922,23 cm™ CH; asimetrik
gerilmesi, 2869,83 cm™ CHj simetrik gerilmesi, 1652,98 cm™ C=0 (Amid I) gerilmesi,
1562,86 cm™ N-H (Amid 1) biikiilmesi, 1425,10 cm’! CH; biikiilmesi, 1374,34 cm™! CH3
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simetrik gerilmesi, 1150 cm™ C-O-C asimetrik gerilmesi goriilmektedir. TPP
spektrumunda yer alan spesifik FTIR pikleri sirasiyla 1396,14 cm! P=O simetrik
gerilmesi, 1210,38 cm™ P=0 asimetrik gerilmesi, 1096,72 cm™! POs simetrik gerilmesi,
888,38 cm™' P-O-P biikiilmesi goriilmektedir. CSNP spektrumunda 3245,36 cm™ OH
gerilmesi, 2922,25 cm™! CH; asimetrik gerilmesi, 2871,58 cm™ CHj3 simetrik gerilmesi,
1618,19 cm™ C=0 (Amid I) gerilmesi, 1548,75 cm™' N-H (Amid II) biikiilmesi, 1149,58
cm! P=O asimetrik gerilmesi, 1062,74 cm™ C-O-C gerilmesi, 890,76 cm™ P-O-P
biikiilmesi goriilmektedir. CS ve TPP’nin ¢apraz baglandigin1 sdyleyebilmek igin
CSNP’lere ait sprektrumda fosforik grup ile amonyum grubunun etkilestigini gostermek
gerekmektedir (Xu ve Du, 2003; Qi ve ark., 2004). 1618,19 cm™ ve 1548,75 cm™! NH,
grubu ve P=0O grubunun etkilestigini boylelikle TPP ile CS arasindaki iyonik ¢apraz
baglart dogrular. 3245-3300 cm™ araligimnda OH ve NH» gruplarinin varligi CS’nin
yapisal biitiinliigiinii koruyarak hidrojen baglarinin arttirmasiyla yeni etkilesimler
olusturmustur. 1149,58 cm™, 1062,74 cm™, 1017,90 cm™! ve 890 cm™ TPP’a ait P=0 ve
P-O-P yapilarinin CSNP icinde yer aldigin1 gostermektedir.

LL37’nin FTIR spektrumunda yer aldig1 pik i¢in bir ¢alismaya gére LL37 ve
tirevlerinin ATR-FTIR spektrumlari incelendiginde LL37’nin spektrumunda 1653-1654
cm’! bolgesinde dar bir ana pik gézlemlendigi ve bu bdlge a-helikal proteinlerinin amid
I bandinda maksimumunun bulundugu bildirilmistir (Nagant ve ark., 2012). Benzer
sekilde farkli bir calismaya gore LL37 peptit varligi amid I bandinda 1700-1600 cm!
araliginda gosterilmektedir (Oren ve ark., 1999). Literatiirdeki ¢aligma sonuglarina gore
tespit edilen net pik LL37-CSNP spektrumunda 1653,66 cm™ Amid I bandinda dar bir
pik vermesi sonucu dnceki ¢alisma sonuglartyla uyumludur. Bu durum LL37°nin CSNP

igerigine basaril sekilde enkapsiile oldugunu dogrulamaktadir.
4.1.4. LL37 enkapsiilasyon verimliligi (% EE)
Sekil 4.5’te LL37'nin CSNP i¢indeki enkapsiilasyon verimliligi Micro BCA

protein testi igerisindeki alblimin standart (40-20-10-5-1-0 pg/mL) kalibrasyon egrisine

gore hesaplanmistir.
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Sekil 4.5. Albiimin standart kalibrasyon egrisi

Ucg farkli LL37-CSNP grubunun %EE degerleri Cizelge 4.2°de verilmektedir.

Cizelge 4.2. Yiiklenen net LL37 konsantrasyonlarina gore % EE

LL37 (ng/mL) EE (%)

30 pg/mL 55,57+ 11,90
15 pg/mL 80,32 +4,94
7,5 pg/mL 97,81 +2,72

Cizelge 4.2°ye gore kapsiilleme sirastyla 30 pg/mL, 15 pg/mL ve 7,5 pg/mL
konsantrasyonlarda yiiklenen LL37 degerinin %EE degerleri sirasiyla %55,57, %80,32,
%97,81 olarak hesaplandi. Rashki ve arkadaslarinin c¢alismasinda LL37'nin CS-NP
icindeki kapsiilleme verimliligi %86,9 bulunmustur (Rashki ve ark., 2022). Nair ve
arkadaglarinin ¢aligmasinda kurkumin ytiklii kitosan nanopartikiillerinin formiilasyonlari
5:1,4:1, 3:1 orantilarina gore kapsiilleme verimlilikleri sirasiyla %80,4, %80,2 ve %88,4
bulunmustur (Nair ve ark., 2019). Calismaya gore CS:TPP hacim orami diistiikge
kapsiilleme verimliliginin artig gostermesi mevcut tez ¢aligmasinda CS:TPP hacim
oraninin 2:1 olmasiyla kapsiilleme verimliliginin basarili olmas1 arasindaki iliski
acisindan oldukc¢a benzerdir. Benzer bir diger ¢calismada ise, temporin B'nin (TB) CS-NPs
icine kapsiilleme verimliligi yaklasik %75 olarak bulunmustur (Piras ve ark.,2015).
Literatiirde yer alan ¢alismalarla mevcut tez c¢aligmasindaki bulgular benzerlik

gostermektedir.



55

4.1.5. CSNP’lerden LL37 in vitro sahm kinetigi

CSNP'lerden ila¢ salinimi, terapotik etkileri tizerinde énemli bir etkiye sahiptir
(Herdiana ve ark., 2022). Farkli sekil ve boyutlardaki CSNP'ler, fizikokimyasal
ozellikleri nedeniyle ila¢ salinimini etkiler. Bozulma hizi, kimyasal bilesim, molekiiler
agirlik (MW), ¢oziiniirliik nanopartikiillerin salinimini etkileyecektir. Hatta ilag-ila¢ veya
ilag-polimer etkilesimlerinin de ilag salinimin1 6nemli Sl¢iide etkiledigi gérinmektedir
(Tacob ve ark., 2021).

LL37'nin 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP 24 giinliik salim profili PBS’te (pH
6.8), 37 °C'de Sekil 4.6’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.6. (a) 7,5-LL37-CSNP’den LL37 salim profili, (b) 15-LL37-CSNP’den LL37 salim profili

7,5-LL37-CSNP’den LL37 kiimiilatif salim %59,86, 15-LL37-CSNP’den 24 giin
sonunda kiimiilatif salim %94,39 olarak hesaplandi. 18.gline kadar dogrusal ve siirekli
yavas bir salimin oldugu 18.giinden 24.gline kadar salimin tamamlandig1 gézlenmektedir.
LL37’nin saliminin 18 giin siirmesi LL37-CS etkilesiminden kaynaklanmis olabilir. Tiglt
Aydin ve Pulat’in ¢alismasinda pH degisimine bagli olarak in vitro salim ¢alismasinda
kitosandan Fluorouracil (5-FU)’in kontrollii ve siirekli salindigini ancak 408 saatlik
inkiibasyon siiresinden sonra degisen pH ortamlarina bagl olarak kiimiilatif salinim
miktarlarinin %29,1-60,8 arasinda degisiklik gosterdigi belirtilmektedir (T1glhh Aydin ve
Pulat, 2012). LL37 kapsiillenmesi, LL37 nin kararsizlik ve hizli bozunmasina karsi
korunmay1 saglamak ve terapdtik etkinin saglanmasini amaglamaktadir (Lin ve ark.,
2020; Ramos ve ark., 2011; Fahimirad ve ark., 2021). Ancak LL37’nin CSNP’den yavas
salinma nedenlerinden biri CSNP’lerin sert ve hidrofobik ¢ekirdegi, yiiklenmis LL37 nin

¢ekirdekten diflizyonunu kisitlamaktadir. CSNP’lerin dis ortama niifuz etmesi sonrasi
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polimerin pargalanarak yiiklenen LL37’nin dis ortama difiize olmasi zaman alacagi
bildirilmistir (Li ve ark., 2018).

In vitro salim kinetiginde modellemeyi belirlemek i¢in, 7,5-LL37-CSNP ve 15-
LL37-CSNP gruplarinin gozlemi ile dogrusal olmayan fonksiyon arasindaki en yakin
uyumu saglayan parametreler kullanilarak yapilmistir. Salinim verilerine en iyi uyum
saglayan model, baslik 3.2.3.5. In Vitro Salim’da anlatilan modellerdeki korelasyon
katsayis1 (R?) temel alinarak secilmistir. LL37’nin CSNP’lerden salinim kinetigini
karakterize etmek amaciyla, deneysel verilere matematiksel modeller uygulanmis ve en
iyl uyum saglayan model, en yiiksek korelasyon katsayisi (R?), en diisik RMSE, RSS,
AIC, BIC degerine gore secilmistir. Salim kinetigi modellerine uygunlugun belirlenmesi
siirecinde, matematiksel hesaplamalarin ve grafiksel analizlerin gergeklestirilmesi i¢in
Python tabanli Google Colab programi kullanilmistir. Cizelge 4.3’e gore, 7,5-LL37-
CSNP ve 15-LL37-CSNP’nin salinim profilleri, birinci dereceden salinim modeline en
uygun bulunmustur. LL37 salim hiz1 kapsiil i¢erisinde kalan miktara bagli olup bu durum
gecikmeli ama sabit bir salim siireci varligin1 gostermektedir. Birinci dereceden salim
kinetiginde, aktif maddenin salim hizi kalan ila¢ miktarina orantilidir. Yani, ila¢ miktar

azaldikca salim hiz1 da azalmaktadir.

Cizelge 4.3. 7.5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP’den 24 giinliik salim kinetiklerinin R? degerleri

7.5-LL37-CSNP 15-LL37-CSNP
Salim R? RMSE | RSS AIC | BIC | R? RMSE | RSS AIC BIC
KinetikModeli
Birinci 0,98 | 2,87 197,80 54,62 | 56,98 | 0,97 | 5,32 679,64 84,24 86,60
Dereceden
Salim Kinetigi
Korsmeyer 0,97 | 3,39 276,06 62,62 | 64,98 | 0,96 | 6,28 945,50 92,17 94,52
Peppas
Sifirinci 0,96 | 3,94 371,63 69,76 | 72,11 | 0,95 | 7,03 1186,55 | 97,62 99,97
Dereceden
Salim Kinetigi
Hixson 0,90 | 6,12 898,58 90,95 | 93,30 | 0,87 | 11,353 | 3091,37 | 120,60 | 122,96
Crowell Salm
Kinetigi
Higuchi Salim | 0,88 | 6,67 1069,23 | 93,12 | 94,30 | 0,85 | 12,59 3804,77 | 123,58 | 124,76
Kinetigi

Sun ve digerlerinin calismasinda 5-FU yiiklii kitosan nanopartikiilleri (5-FU-CN)
hazirlanmis ve stirekli salinim davraniglar in vitro salinim ve in vivo farmakokinetik
calismalarla arastirllmistir. 5-FU-CN'nin birinci dereceden kinetik modele uydugunu

bildirmislerdir (Sun ve ark., 2017). Benzer sekilde Nasri ve digerlerinin ¢aligmasinda
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mikropartikiillerin (MP'ler) en iyi kinetik modeli, en yiiksek R? degerinin belirlenmesi
yoluyla degerlendirilmistir. Genel olarak, kitosan MP'lerinden biyopeptitlerin salinim
kinetigi birinci derece (0,992-0,995) ve Korsmeyer—Peppas (0,995-0,996) modellerine
1yi uymustur (Nasri ve ark., 2021). Bu bulgular, mevcut ¢alismanin bulgulari ile tutarlidir.
Mevcut ¢alismanin bulgulari, LL37 yiiklii CSNP'lerin 24 giin boyunca devam eden uzun
bir salim siireciyle birlikte zamanla kapsiildeki LL37 miktar1 azaldik¢a, salim hizi da
azalmistir ve salinan LL37 miktarinin degisimi logaritmik halde gerceklesen salim
profilini dogrulamaktadir. LL37 ile CSNP arasindaki giiclii etkilesim, sert nanopartikiil
cekirdegiyle birleserek, yavas bir salim kinetigi gozlenir. LL37'nin CSNP'ler iginde
kapsiillenmesi, siirekli salim ve stabiliteyi saglayarak terapdtik potansiyelini artirmak igin
umut verici bir strateji sunmaktadir. Tez calismasinda iiretilen 15-LL37-CSNP’lerin
salim kinetigi, literatiirle uyumludur ve CSNP tabanli ila¢ dagitim sistemlerini tahmin

etmede birinci dereceden salim profili uygulanabilirligini gostermektedir.

4.1.6. CSNP ve LL37-CSNP’lerin biyouyumluluk testi sonu¢lari

CSNP-1 ve LL-37 enkapsiile edilmis 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplari
keratinosit hiicrelerinin canlilik ve tliremesine etkisi analiz edilmis ve en yiiksek
konsantrasyon olan 150 pg/mL NP’lerin hiicre canlilifi dahi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda NP’lerin biyouyumlu oldugu sonucuna varilmistir. Sekil 4.7, 4.8,
4.9°da CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP’lere ait 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon

sonrast kontrol ve NP gruplarinin hiicre morfolojileri gosterilmektedir.
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7,5-LL37-CSNP

15-LL37-CSNP

Sekil 4.7. 150 pg/mL, 9,38 ng/mL, 0,29 pg/mL, 0 ng/mL (Kontrol) CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-
CSNP ile 24 saat inkiibasyon ardindan hiicre goriintiileri.

HK 150 pg

CSNP-1

7,5-LL37-CSNP |

15-LL37-CSNP &

Sekil 4.8. 150 pg/mL, 9,38 ug/mL, 0,29 pg/mL, 0 pg/mL (Kontrol) CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-
LL37-CSNP ile 48 saat inkiibasyon ardindan hiicre goriintiileri.
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HK 150 pg/mL 9,38 ng/mL 0,29 pg/mL

CSNP-1
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Sekil 4.9. 150 ng/mL, 9,38 pg/mL, 0,29 pg/mL, 0 pg/mL (Kontrol) CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-
CSNP ile 72 saat inkiibasyon ardindan hiicre goriintiileri.

Sekil 4.10°da CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplarina ait 24, 48 ve 72

saat sonundaki 10 farkli dozda hiicre proliferasyon ylizde grafigi verilmistir.
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Sekil 4.10. CSNP formiilasyonlarinin hiicre proliferasyonu iizerindeki etkileri: CSNP-1, 7.5-LL37-CSNP
ve 15-LL37-CSNP’nin a) 24 saat b) 48 saat c¢) 72 saat inkiibasyon ardindan hiicre iireme analiz sonuglar1

Bu calismada, istatistiksel analizler Student's t-testi kullanilarak gerceklestirilmis ve her
test grubu kendi igerisinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda p<0,05 diizeyinde anlamli

farklar gosterilmistir (*). Veriler ortalama + standart sapma olarak sunulmustur (n=3).



61

Calismada, farkli konsantrasyonlardaki CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP
gruplarinin keratinosit hiicreleri tizerindeki biyouyumluluklari, MTT analiziyle 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon siirelerinde degerlendirilmistir. Elde edilen bulgular, zaman ve doza
bagli olarak hiicre proliferasyonunda anlamli degisikliklerin meydana geldigini
gostermektedir (*p <0,05). 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda (Sekil 4.10a), genel
olarak tiim gruplarda hiicre proliferasyon oranlari kontrol grubuna kiyasla yiiksek
seviyede kalmis, yalnizca CSNP-1 grubunun 150 pg/mL konsantrasyonunda anlamli bir
azalma gozlenmistir (*= p<0,05). Bu azalis ise yine biyouyumluluk sinirlarinda olup
hiicre canlilig1 % 94,86 canlilik seviyesindedir. Diger konsantrasyonlarda ve gruplarda
anlamli fark tespit edilmemistir. Bu sonuglar, nanopargaciklarin 24 saatlik kisa stireli
maruziyetlerinde hiicreler iizerinde belirgin bir sitotoksik etki olusturmadigini ve
biyouyumlu oldugunu gostermektedir. 48 saatlik inkiibasyonda (Sekil 4.10b) ise, yalnizca
bos CSNPlerin %70 in altinda bir hiicre proliferasyonuna neden oldugu goriilmektedir.
Diger gruplarin farkli konsantrasyonlar1 ise biyouyumluluk siirlari icerisinde etki
gostermislerdir. Yiiksek doz CSNP-1 (150 ve 75 pg/mL) gruplarinda da anlamli fark
gbézlenmistir. Bu durum, LL37°nin salimi1 ile artan maruziyet siiresinin, hiicre
proliferasyonu iizerinde baskilayici etki gdsterebilecegini diisiindiirmektedir. 72 saatlik
inkiibasyon sonrasi elde edilen sonuclar (Sekil 4.10c), konsantrasyona bagli toksik etkinin
arttigim1  sdylenebilir (150pg/mL). CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP
gruplarinin ¢ogu konsantrasyonlarinda hiicre proliferasyon orani anlamli sekilde azalmig
olsa da halen biyouyumluluk sinirlari igerisinde hiicre canlilig1 gozlenmistir (*= p<0,05).
En distik proliferasyon oranlari, ozellikle LL37 yikli nanoparcaciklarin yiiksek
konsantrasyonlarinda tespit edilmistir. Bununla birlikte, daha diisiik konsantrasyonlarda
(1,17 pg/mL) 15-LL37-CSNP grubu, hiicre canliligt acisindan daha stabil ve
biyouyumlu sonuglar vermistir. Bu bulgular, LL37 i¢eren nanopargaciklarin etkilerinin
hem doz hem de zaman bagmmli oldugunu gdstermektedir. Ozellikle uzun siireli
uygulamalarda diisiik konsantrasyonlar tercih edildiginde biyouyumluluk korunmakta,
boylece giivenli bir doz aralig1 tanimlanabilmektedir. Benzer sekilde Costa ve digerleri,
hiicresel metabolizma iizerindeki etki igin, CSNP'lerinin kosullar1 kontrolle
karsilastirlldiginda test edilen tiim konsantrasyonlarin keratinosit hiicreleriyle
biyouyumlu oldugunu gérmenin miimkiin oldugunu bildirmislerdir (Costa ve ark., 2023).
Bir diger ¢alismada, Piras ve digerleri serbest temporin B’nin CS-NP’lere yiiklenmesi
sonrasi peptidin memeli hiicrelerine yonelik sito-uyumluluk degerlendirmesinde toksisite

profilini azaltmadaki miikemmel rolii gosterilmistir (Piras ve ark., 2015).
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4.1.7. CSNP ve LL37-CSNP’ler icin antibakteriyel duyarhlik test sonuclari

Sekil 4.11°de CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplar1 i¢in E.coli ve

S.aureus bakteri tiirleri lizerindeki yiizde bakteriyel canlilik grafigi gosterilmektedir.
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Sekil 4.11. CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP’lerin E.coli ve S.aureus bakteri tiirlerinin
canliliklarina etkisinin grafiksel gosterimi

CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplarinin antibakteriyel etkileri, E.coli
ve S.aureus bakterileri lizerinde yapilan in vitro canlilik analizleri ile degerlendirilmistir.
Deneyler, n = 3 (ii¢ tekrarl) olarak gergeklestirilmis ve elde edilen veriler ortalama +
standart sapma (£SD) seklinde sunulmustur. Her test grubu kendi kontrol grubu ile
karsilastirilmis ve gruplar arasi farkliliklarin istatistiksel analizi i¢in Student’s t-testi
kullanilmis olup, p<0,05 diizeyinde anlamli fark gdsteren gruplar yildiz (*) isareti ile
belirtilmistir. CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplarinin antimikrobiyal
etkinlikleri, E.coli ve S.aureus bakterileri lizerinde bakteriyel canlilik (%) temel alinarak
karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Grafik incelendiginde, tiim deney gruplarinda
kontrol grubuna kiyasla bakteriyel canlilikta anlamli derecede azalma gdzlenmistir (*=
p<0,05), bu da LL37 enkapsiilasyonunun antibakteriyel etkinligi dnemli 6l¢iide artirdigini
gostermektedir. E.coli iizerindeki etki, kontrol grubunda %100 canlilik go6zlenirken,
CSNP-1 uygulamas:t ile canlilik orani yaklasik %70'e diismiis ve bu durum CS
nanoparcaciklarmin sinirli da olsa kendiliginden antimikrobiyal etkiye sahip oldugunu

ortaya koymustur. Ancak LL37 yiiklenmesiyle bu etki anlaml sekilde artmistir. 7,5-
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LL37-CSNP grubunda canlilik %50 diizeyine, 15-LL37-CSNP grubunda ise yaklasik
%35’e digmiistiir. Bu durum LL37 konsantrasyonuna bagli olarak doza bagimli bir
antibakteriyel etkinligin varligin1 géstermektedir. S.aureus lizerindeki etki i¢in benzer bir
azalma gozlemlenmistir. Ancak, genel olarak bu bakterinin E.coli’ye gore daha direncli
oldugu goriilmiistiir. CSNP-1 grubunda canlilik orant ~%80, 7,5-LL37-CSNP grubunda
~%65, 15-LL37-CSNP grubunda ise ~%50 olarak 6l¢iilmiistiir. Bu sonuclar, Gram pozitif
bakterilerin daha kalin peptidoglikan tabakasina sahip olmasi nedeniyle LL37
penetrasyonunun zorlastigint ve bu sebeple etkinligin goérece daha az oldugunu
disiindiirmektedir. Grafikte tiim deney gruplarindaki canlilik azalmalar1 * ile gosterilmis
olup, bu gruplarin kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli oldugunu (p<0,05)
ortaya koymaktadir. LL37 konsantrasyonu arttikca her iki bakteriye karst da
antibakteriyel etkinlik belirgin sekilde artmustir. En yiiksek etki, 15-LL37-CSNP
grubunda gozlenmistir. Gram negatif E.coli, Gram pozitif S.aureus’a kiyasla LL37’ye
karsi daha duyarli bulunmustur. Ek olarak CSNP’ler igerigindeki CS 0&zelliklerinin
verdigi antimikrobiyal etkiye ek olarak partikiillerin nano boyutlari1 oldukca biiyiik yilizey
alan potansiyeline sahip olmaktadir (Shukla ve ark., 2013; Ing ve ark., 2012). Noore ve
digerlerinin ¢alismasinda LL-37'nin, konvansiyonel antibiyotiklere kiyasla hem hiicre
dist hem de hiicre i¢i S. aureus'n hizli bir sekilde ortadan kaldirdig: bildirilmistir (Noore
ve ark., 2013). Neshani ve arkadaglarinin ¢aligmasinda LL37’nin 6ldiiriicii yetenege
sahip genis antimikrobiyal profilinin (Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Enterokoklar ve Escherichia coli) oldugunu rapor edilmistir
(Neshani ve ark., 2019). Literatiirde yer alan calismalara paralel olarak LL37’nin
S.aureus (gram pozitif) ve E.coli (gram negatif) lizerindeki antimikrobiyal etkinligi, tez
caligmasindaki LL37 yiiklii CSNP’lerin antibakteriyel etki mekanizmasin1 genislettigi
gbzlemlenmistir. Benzer sekilde diger calismalardan birinde Piras ve arkadaslari, TB
yuklii CS-NP'lerin Staphylococcus epidermidis suslarina karsi antibakteriyel etkisini en
az 4 glin boyunca arastirmislardir. Sonuglar, Temporin B yiiklii CS-NP'lerin, CS-NP'lere
kiyasla bakterilerin sayisinda (CFU/ml) yaklasik 4-log’luk bir azalma sagladigini
gostermistir (Piras ve ark.,, 2015). Bir diger c¢alisma, Almaaytah ve digerleri,
antibakteriyel RBRBR-CS-NP'lerin S.aureus suslar1 iizerindeki etkisi 4 giin boyunca
incelenmigstir. Gelistirilen nanoformiilasyonun kontrol bakterilerine kiyasla CFU/mL

sayisinda 5-log’luk bir azalma saglayabilecegini gostermistir (Almaaytah ve ark., 2017).
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4.2. Fiber Matlarin Morfoji ve Karakterizasyon Sonuclari

4.2.1. Fiber matlarin FE-SEM analiz sonuclari

PCL/Jel matin fiber morfolojileri taramali elektron mikroskobu (FE-SEM) ile
incelendi. Sekil 4.12°de 5.00 kx ve Sekil 4.13’te 10.00 kx biiyiitme oranindaki fiber mat

ornegi gosterilmektedir.

Sighal A = SE2
Mag= 5.00KX

i

EHT = 2.00 kV Signal A = SE2
WD = Mag = 10.00 KX

el S

Sekil 4.13. PCL/Jel (60:40) 10.00 kX biiylitme oranindaki fiber rnegi
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PCL/Jel (60:40) kompozit fiber mat iiretiminde elektro-egirme teknigi ile elde edilen
fiberlerin ¢apini tespit edebilmek icin yapilan FE-SEM analizlerinde image J goriintii
isleme uygulamasina gore hesaplandi. PCL/Jel(60:40) kompozit mat iiretiminde genel
fiber cap ortalamas1 510,3+£227,62 nm olarak hesaplandi. Sekil 4.14°te image-J’de 6l¢iilen

fiberlerin histogram dagilim grafigi gosterilmektedir.

10 + —

\
|
/
|

200 400 600 800
Fiber ¢ap (nm)

Sekil 4.14. PCL/Jel fiber caplarin frekans-fiber ¢cap (nm) histogram dagilim grafigi

Fiber mat iiretiminde parametrelerin fiber ¢api iizerinde etkinligi oldukca yiiksektir. Fiber
mat tiretiminde kullanilan polimerlerin molekiiler agirliginin artis1 fiber cap ortalamasini
arttirmaktadir. Benzer sekilde Zahiri ve arkadaslarinin calismasinda elektro-egirme
yontemiyle liretilen PCL/Jel (60:40) fiber mat 6rneginin ortalama fiber ¢capinin 1285 nm
olarak hesaplanmistir (Zahiri ve ark., 2020).

4.2.2. Fiber matlarin FTIR analiz sonuclari

FTIR analiz i¢in cihazin sensoriine gereken miktarda PCL, Jelatin ve
PCL/Jel(60:40) fiber mat numunelerinin FTIR spektrumlari elde edildi. Elektospin fiber
mat kimyasal baglanma tespiti i¢in spektrumda yer alan fonksiyonel gruplar 4000 ile 400
cm ! arasindaki ¢oziiniirliikle kaydedildi. Sekil 4.15°te PCL, Jelatin, PCL/Jel ve LL-37-
CSNP emdirilmis PCL/Jel mat’in FTIR spektrumlart ayri ayr1 gosterilmis ve Sekil
4.16°da spektrumlar ¢akigtilmistir.
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Sekil 4.15. FTIR spektrumlart a) PCL b) Jelatin ¢) PCL/Jel d) LL37-CSNP ¢) LL37-CSNP emdirilmis
PCL/Jel mat
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Sekil 4.16. LL37-CSNP-PCL/Jel (60:40) fiber matin bilesenlerinin FTIR spektrumu

PCL icin spektrumda sirasiyla 2944,51 cm™ (asimetrik CH, gerilmesi), 2861,45 cm’!
(simetrik CH» gerilmesi), 1720,88 cm™ (~C=0 ester karbonil grubu gerilmesi), 1291,39
cm’™! (C-O gerilmesi), 1234,67 cm™! (asimetrik C-O—C gerilmesi), 1050,31 cm™! (simetrik
C—O-C gerilmesi) bantlar gézlenmektedir. Jel i¢in spektrumda sirasiyla 3272,40 cm™ (N—
H gerilme titresimi), 1629,80 cm™ (Amid I’in C=0 gerilmesi), 1515,06 cm™ (Amid II’nin
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N-H biikiilme titresimi), 1445,88 cm™ (—CH biikiilme titresimi), 1231,72 cm! (Amid
III’iin N-H gerilmesi), 1072,59 cm™ ve 1023,97 cm™ (C=0 gerilme titresimi) bantlart
gozlenmektedir. PCL/Jel (60:40) fiber mat FTIR analizinde PCL'nin tiim karakteristik
bantlar1 ve jelatinin neredeyse tiim bantlar1 gdzlenmektedir. 3272,40 cm''deki
karakteristik jelatin bandi PCL/Jel (60:40) bandinda 3303,22 cm™ seklinde
gozlenmektedir. Bu bandin varligi PCL/Jel (60:40) spektrumunda diisiik siddette
gozlenmektedir. Bunun nedeni, karistirma islemi jelatini yapi iskelesinin igine
yerlestirmesi ve FTIR yoluyla tespit edilmesinin zorlagsmasi olabilir. PCL/Jel (60:40)
kompozit fiber mat, orijinal olarak 1720,88 cm™ ve 1291,39 cm™!'de bulunan PCL'nin
karakteristik bantlarma karsilik gelen, 172420 cm™ ve 1295,59 cm'de iki giiclii
absorpsiyon band1 ortaya ¢ikti. Ayrica jelatinin 1629,80 cm™!'deki ayirt edici amid bandi
diisiik yogunluk gdstermis ve 1653.29 cm™! civarina kaymistir. 1540,72 cm™'de amid
grubunun 6zelligi olan bagka bir bant tespit edildi. LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat FTIR
spektrumu incelendiginde emdirilmis LL37-CSNP’e ait piklerin fiber mat spektrumunda
tespit edildi. Ozellikle enkapsiillemenin basarili oldugunu ortaya koyan LL37’e ait o-
heliks yapisinin spektrumdaki karsiligi 1653—-1654 cm™ araliginda amid I bolgesinde
olup LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat FTIR spektrumunda karsiigi 1655,10 cm™dir.
Sonug olarak PCL/Jel fiber mat LL37-CSNP emdirilerek LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat

ismiyle fonksiyonellestirilmistir.
4.2.3. Fiber matlarin biyolojik bozunma/agirhk kaybi analiz sonug¢lar:
Sekil 4.17°de 6 mm ¢apinda dairesel kesilen {ic PCL/Jelatin fiber mat 6rneklerinin

igeriginde PBS soliisyonu bulunan flask igerisinde bekletilerek 1., 8., ve 16.giin sonunda

kurutulmus halleri gosterilmektedir.
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Sekil 4.17. PCL-Jel (60:40) fiber dairesel kesitlerin PBS’te 1., 8. ve 16. giin bekletilerek kurutulmus
formlar1

Sekil 4.18’de verilen grafige gore 1.glinden 16.giline kadar PBS’te bekletilerek kurutulan
PCL/Jel fiberlerin agirlik kayb1 hesaplanmistir.

90
PCL/Jel
80 - —=—7,5-L1L37-CSNP-PCL/Jel £
—4—15-LL37-CSNP-PCL/Jel
70 A
60 -
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=
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Giin

Sekil 4.18. PCL/Jel, 7,5-LL37CSNP-PCL/Jel, 15-LL37CSNP-PCL/Jel, fiber matlarin 16 giinliik % agirlik
kayb1 grafigi
Cizelge 4.4’e gore PCL/Jel, 15-LL37CSNP-PCL/Jel, 7,5-LL37CSNP-PCL/Jel fiber

matlariin PBS’te 8. ve 16.giin sonundaki agirlik kayiplarinin yiizde olarak degerleri

gosterilmektedir.
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Cizelge 4.4. PCL/Jel, 15-LL37CSNP-PCL/Jel, 7,5-LL37CSNP-PCL/Jel fiber matlariin PBS’te 8. ve
16.gilin sonundaki agirhik kayiplar

Fiberlerin % Agirhk Kaybi 8.giin 16.giin

PCL/Jel % 41,64+0,00 % 79,55+3,13
7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel % 45+1,36 % 75,16+3,85
15-LL37-CSNP-PCL/Jel % 43,53+0,83 % 74,79+6,11

PCL/Jel fiber matin zamanla bozunmasi, hiicre ¢ogalmasi ve ekstraselliiler matris
tiretimini miimkiin hale getirdiginden yara iyilesmesi i¢in uygulanabilirlik agisindan
onemli bir parametredir. Fiber mat gruplariin agirlik kayiplar1 8.giin ve 16.giin siireyle
PBS ortaminda bekletilerek Olglimleri alinmistir. Gruplarin % agirlik kayiplar
karsilagtirildiginda 8.giin ve 16 giin i¢in PCL/Jel, 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-
CSNP-PCL/Jel arasinda anlamli bir fark gozlenmemistir. Bu durum LL37-CSNP’lerin
fiber matin bozunma hizim1 etkilemedigi anlamina gelebilmektedir. Benzer sekilde
Kurkumin yiikli CSNP’lerin PCL/Jel fiber mat bozunma hizi lizerinde anlamli bir
farklilik meydana getirmedigi Zahiri ve arkadaslar1 tarafindan bildirilmistir (Zahiri ve
ark., 2020). Agirlik kaybmin biiyilkk kismini PCL/Jel kombinasyonundaki Jel
olusturmaktadir. Jel’in sivi ile temasinda ¢oOziinerek ortama karigmasi meydana

gelmektedir (Ghasemi-Mobarakeh ve ark., 2008; Babaloo ve ark., 2019).

4.2.4. Fiber matlarin biyouyumluluk analiz sonug¢lari

PCL/Jel (60:40) fiber mat cesitleri olan Fiber-1(bos PCL/Jel), Fiber-2 (7,5-LL37-CSNP-
PCL/Jel), Fiber-3(15-LL37-CSNP-PCL/Jel), Fiber-4 (7,5-LL37-PCL/Jel), Fiber-5 (15-
LL37-PCL/Jel), Fiber-6 (CSNP-PCL/Jel) 24-48-72 saat siireyle hiicre kiiltiirii besiyerinde
bekletilerek elde edilen ekstraktlar 24 saat ve 48 saat siireyle keratinosit hiicrelerine
uygulanmigstir. 48 saat sonunda biyouyumluluk testi yapilmistir. Sekil 4.19°da 24-48-72s
bekletilen fiber ekstraktlariin keratinosit hiicrelerine uygulamasindan 24 saat sonraki
morfolojileri gosterilmektedir. Sekil 4.20’de 24-48-72s bekletilen fiber ekstraktlarinin
hiicrelere uygulamasindan 48 saat sonraki morfolojileri gosterilmektedir. Sekil 4.21°de
48 saat sonunda biyouyumluluk testinin fiber gruplarinin ekstraktlarinin hiicre tiremesine

etkisi grafiksel olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.19. 24-48-72s bekletilen fiber ekstraktlarinin keratinosit hiicrelerine uygulamasindan 24 saat sonraki mikroskop goriintiileri
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Sekil 4.20. 24-48-72s bekletilen fiber ekstraktlarinin keratinosit hiicrelerine uygulamasindan 48 saat sonraki mikroskop goriintiileri
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Sekil 4.21. 48 saat sonunda fiber grup ekstraktlarmin hiicre canlilik testi % hiicre proliferasyon grafigi
gratig

Bu calismada, farkli fiber gruplarinin 24, 48 ve 72 saatlik ekstraktlarinin hiicre
canliligi izerindeki etkileri MTT testi ile degerlendirilmistir. Veriler ii¢ bagimsiz tekrarla
elde edilmis olup ortalama + SD seklinde sunulmustur. Istatistiksel analizler Student’s t-
testi ile yapilmis ve her test grubu kendi kontrol grubu (HK) ile karsilastirildiginda
anlaml fark gdsteren gruplar p<0.05 olarak isaretlenmistir. Kontrol Grubu (HK) i¢in 24,
48 ve 72 saat ekstraktlarinda hiicre canliligi %100 alinmis ve diger gruplar bu referans
tizerinden karsilastirilmistir. Fiber-1 (Bos PCL/Jel) grubunda her ii¢ ekstraksiyon
stiresinde de kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli artis
gozlenmistir (*= p<0,05). Bu durum, fiber matrisin (PCL/Jel) kendi basina biyouyumlu
oldugunu ve hiicre proliferasyonunu destekleyici etkisinin bulundugunu gostermektedir.
Fiber-2 (7,5 pg LL-37 yiikliit CSNP-PCL/Jel) 24, 48 ve 72 saat ekstraktlarinda hiicre
canlilifi, kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmistir (*=
p<0,05). LL-37'nin CSNP’ye vyiikli sekilde verilmesi hem antibakteriyel etkiyi
stirdiiriilebilir kilmakta hem de hiicre ¢cogalmasini pozitif yonde desteklemektedir. Bu
sonuglar, yiiksek biyouyumluluk ve hiicre stimiilasyonu potansiyelini ortaya
koymaktadir. Fiber-3 (15 pg LL-37 yiikli CSNP-PCL/Jel) grubu kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir. Yiiksek LL-37 konsantrasyonunun

CSNP ile kombinasyonu, hiicreler iizerinde notr ya da dengeleyici bir etki gostermis
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olabilir. Fiber-4 (7,5 ng LL-37 yiikli PCL/Jel) 48 ve 72 saatlik ekstraktlarda hiicre
canliliginda istatistiksel olarak anlamli artig gézlenmistir (*= p<0,05). LL-37"'nin Fiber-5
(15 pg LL-37 yiiklii PCL/Jel) 48 ve 72 saat ekstraktlarinda istatistiksel olarak anlamli artis
gozlenmistir (*= p<0,05). Yiiksek LL-37 dozuna ragmen hiicre canliliginin artmis olmasi,
bu konsantrasyonun yara iyilestirici etkisinin belirginlestiginden olabilecegini
disiindiirmektedir. Ayrica, LL-37"nin zamanla hiicre ortaminda daha kontrollii salinmis
olabilecegi yorumlanabilir. Fiber-6 (Bos CSNP yiikli PCL/Jel) 48 ve 72 saatlik
ekstraktlarda istatistiksel olarak anlamli artis saptanmistir (*= p<0,05). CSNP’nin tek
basina varlig1 bile hiicre ¢ogalmasini pozitif etkileyebilecegini ve notr hatta biyolojik
olarak aktif olabilecegini gdstermektedir. Bu durum, CSNP’nin sadece tastyici degil, ayn1
zamanda biyolojik olarak destekleyici bir ajan olabilecegini isaret eder. Sonug olarak, LL-
37nin dozunun yani sira tasiyict sistem (CSNP) varligi, hiicre canliligi iizerinde

belirleyici bir rol oynamaktadir.

4.2.5. Fiber matlardan LL37’nin in vitro salim kinetigi sonuc¢lari

Salimim verilerine en iyi uyum saglayan model, boliim 3.2.3.5. In Vitro Salim’da
anlatilan modellerdeki korelasyon katsayisi (R?) temel alinarak se¢ilmistir. En yiiksek R?
degerini veren model, salim verilerinin en iyi uyum sagladigi model olarak kabul
edilmistir. 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel 24 giinliik salim profili
PBS’te (pH 6.8), 37 °C'de Sekil 4.22°de gosterilmektedir.

80 (a) 120 (b)
70
60
50
40
30
20
10

Kiimiilatif LL37 Sahmm

Kiimiilatif LL37 Salimm
(=)
=

0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Zaman (Giin) Zaman (Giin)

Sekil 4.22. (a) 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel’den LL37 salim profili, (b) 15-LL37-CSNP-PCL/Jel’den LL37
salim profili

7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel’den LL37’nin kiimiilatif salimi degeri %65,17, 15-LL37-
CSNP-PCL/Jel’den 24 giin sonunda kiimiilatif salim degeri %93,16 olarak hesaplandi.
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15.gline kadar dogrusal ve siirekli yavas bir salimin oldugu 15.giinden 24.giine kadar
salimin biterek tamamlandig1 gozlenmektedir.

Salim kinetigi modellerine uygunlugun belirlenmesi siirecinde, matematiksel
hesaplamalarin ve grafiksel analizlerin gerceklestirilmesi i¢cin Python tabanli Google
Colab programi kullanilmistir. Cizelge 4.5’e gore 7.5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-
CSNP-PCL/Jel igin en yiiksek R? degeri ve en kiiciik RMSE, RSS, AIC, BIC degerleri
olarak birinci dereceden salim kinetigi modeline uyum sagladigini géstermektedir. Boltim
4.1.5.te LL37-CSNP’lerin in vitro salim kinetigi salim kinetigi ile olduk¢a benzer

sonuglar elde edilmesi agisindan uyumludur.

Cizelge 4.5. 7.5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel’den 24 giinliik salim kinetiklerinin R?
degerleri

7.5-LL37-CSNP-PCL/Jel 15-LL37-CSNP-PCL/Jel
Kinetik R? | RMSE | RSS AIC BIC R? | RMSE | RSS AIC BIC
Salim
Model
Birinci 0,98 | 5,58 747,91 86,54 88,90 0,94 | 13,93 4659,371 | 130,44 | 132,80
Dereceden
Salim

Korsmeyer- | 0,94 | 10,52 2656,68 116,96 | 119,32 | 0,92 | 16,00 6143,65 137,09 | 139,44
Peppas

Higuchi 0,95 | 10,60 2697,29 115,33 | 116,50 | 0,83 | 23,54 13298,76 | 153,62 | 154,80
Sifirinca 0,86 | 17,54 7387,64 141,51 | 143,86 | 0,90 | 17,76 7571,00 142,10 | 144,45
Derecede

Hixson 0,79 | 21,15 10740,13 | 150,49 | 152,84 | 0,82 | 24,36 14244,51 | 157,27 | 159,62
Crowell

4.2.6. Fiber matlarin temas agis1 analiz sonuglari

Bu ¢aligmada, elektrospinning yontemiyle iiretilen PCL/Jel (60:40) fiber matlarin
ylizey Ozellikleri incelenmistir. Su temas agis1 Ol¢limleri, damlatilan su damlasinin
ylzeyle yaptig1 a¢1 olarak hesaplanmistir. Fiber iizerinde hidrofiliklik- hidrofobiklik
ozelliklerini belirlemek amaciyla yapilmistir. PCL/Jel (60:40) fiber mat 6rneginde su ile
temas agis1 9,99+6,71° olarak olciilmiistiir. Yiizeyin 1slanabilirligini etkileyen oldukca
dar temas agis1 sebebiyle hidrofilik davranis sergilemistir. Sekil 4.23°te PCL/Jel (60:40)

fiber mat su temas agis1 goriintiisii yer almaktadir.
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Sekil 4.23. PCL/Jel (60:40) fiber mat i¢in su temas agisi

Bu sonug, literatiirdeki benzer ¢alismalarla karsilastirildiginda oldukga diisiik bir degeri
gostermektedir. Ornegin, PCL fiber matlarin su temas acis1 genellikle 127,3° + 1,3°
civarindadir. Bu durum, PCL'nin hidrofobik dogasinin bir sonucudur (Huang ve ark.,
2021). Jel katkis1, PCL'nin hidrofobik 6zelliklerini degistirmis ve yiizeyin daha hidrofilik
hale gelmesine neden olmustur. Buradan elde edilen bulguya gore Jel'in PCL ile
olusturdugu kompozit yapi, yiizey Ozelliklerini degistirerek ve hidrofilik bir yapi
olusturdugunu gdstermektedir. Bu durum, yara iyilesmesi ve hiicre tutunmasi gibi

biyomedikal uygulamalar i¢in olumlu bir 6zellik olarak degerlendirilebilir.

4.2.7. Fiber matlarin antibakteriyel test sonuclari

Sekil 4.24’te yiizde bakteriyel canlilik sonuclari incelendiginde, fiber mat iizerine
damlatilan CSNP formiilasyonlarinda 6zellikle LL37° nin CSNP’lere yiiklenmesiyle bos
CSNP-1’e gore bakterisidal etkisini arttirdign gdzlemlendi. Ozellikle E.coli bakteri tiirii
tizerindeki antibakteriyel etkinliginin daha kuvvetli oldugu gdzlemlendi. Sonuglarin
bolim 4.1.7°de CSNP formiilasyonlarinin gosterdigi bakterisidal etki sonuglariyla

oldukc¢a benzer ve uyumlu oldugu gézlenmistir.
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Bakteri Kontrol CSNP-1-PCL/Tel 7.5-LL37-CSNP-PCL/Tel 15-LL37-CSNP-PCL/Jel
Grup

Sekil 4.24. CSNP-1-PCL/Jel, 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel gruplar1 i¢in E.coli ve
S.aureus bakteri tiirleri lizerindeki yilizde bakteriyel canlilik grafigi

Bu ¢alismada farkli formiilasyonlara sahip fiberlerin antibakteriyel etkisi, E.coli ve
S.aureus suslarina karsi tic bagimsiz tekrar (n=3) ile gergeklestirilen deneyler sonucunda
degerlendirilmistir. Bakteriyel canlilik ytlizdeleri ortalama + standart sapma (SD) olarak
sunulmus ve istatistiksel analizler igin iki grup karsilastirmali Student’s t-testi
kullanmilmistir. Her test grubu kendi kontrol grubuyla karsilastirilmistirtir. Tim
degerlendirmeler %95 giiven araliginda yapilmis olup, kontrol grubuna goére anlamli
farklilik gosteren degerler p<0,05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir. Elde edilen
bulgulara gore: Kontrol grubu (bakteri ile muamele edilen ancak herhangi bir
formiilasyon uygulanmamis grup) her iki bakteri i¢in de canlilik oranint %100’e yakin
diizeyde korumustur. CSNP-1-PCL/Jel grubunda, hem E.coli (%80) hem de S. aureus
(%90) canlilik oranlarinda anlamli diisiis gozlenmistir (p < 0,05). Bu durum, CSNP'nin
tek basma smirl fakat istatistiksel olarak anlamli bir antibakteriyel aktiviteye sahip
oldugunu gostermektedir. 7,5pug LL-37 yikli CSNP-PCL/Jel (7,5-LL37-CSNP)
grubunda, E.coli canlilifi %55-60 seviyelerine kadar diiserken, S.aureus i¢in bu oran
%75-80 araliginda gerceklesmistir. Bu diisiisler istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0,05). Bu sonug, LL-37'nin CSNP ile birlikte kullanildiginda sinerjik bir antibakteriyel
etki yarattigin1 gostermektedir. 15 pg LL-37 yiikli CSNP-PCL/Jel (15-LL37-CSNP)

grubunda ise E.coli canliligi %30’a kadar diiserek en belirgin antibakteriyel aktivite
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gbzlenmistir (p<0,05). S.aureus canliligi da %55-60 araliginda olup, kontrol grubuna
gore anlaml diizeyde azalmistir. LL-37 dozunun artirilmasi, antibakteriyel etkinligin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde artmasina katki saglamistir. LL-37'nin hem E.coli
hem de S.aureus iizerine doza bagimli antibakteriyel etki gosterdigini, 6zellikle CSNP
tastyici sistemiyle birlikte uygulandiginda bu etkinin 6nemli dlgiide arttigini ortaya
koymustur. CSNP'nin tek basina da anlamli antibakteriyel etkiye sahip olmasi, tastyici
sistemin yalnizca kontrollii salim saglamakla kalmayip ayn1 zamanda biyolojik aktiviteye
katki sundugunu gostermektedir. 15-LL37-CSNP formiilasyonu, her iki bakteri tiirii i¢in
de en diislik canlilik oranlarina ulastigindan, en etkili antibakteriyel formiilasyon olarak

On plana ¢ikmaktadir.

LL37, AMP sinifina ait olup bakteriyel membranlara elektrostatik etkilesimle baglanarak
hiicre duvarinda por olusumu ya da membran destabilizasyonu yoluyla etki
gostermektedir. Bu mekanizma 06zellikle Gram negatif bakterilen dis zarindaki
lipopolisakkarit (LPS) ile yiiksek afinite gosteren LL-37 mekanizmasiin etkinligi
acgisindan oldukg¢a Onemlidir. E.coli bakteri tiirlerinin dis zarinda LPS molekiilleri
icermektedir. LL37°nin pozitif yiiklii yapist LPS ile giiclii elektrostatik etkilesime girerek
membrant daha kolay sekilde bozar. Bu durumun aksine Gram-pozitif bakteriler
(S.aureus gibi) daha kalin bir peptidoglikan tabakasina sahiptir, bu sebeple LL37 nin
S.aureus membranina erisimini nispeten zorlastirmaktadir. Overhage ve arkadaslar
calismalarinda LL37’nin E.coli ve S.aureus {lzerindeki antibakteriyel etkinligi
karsilastirilmis ve E.coli iizerindeki antibakteriyel etkinligin daha yiiksek oldugunu,
LL37’nin gram negatif hiicre duvarlarin1 daha kolay asabildigi bildirilmistir (Overhage
ve ark., 2008). Benzer sekilde Talapko ve arkadaslarinin ¢aligmasinda LL37 nin E.coli
tizerindeki morfolojide hizli deformasyon ve permeabilite artisina neden oldugu, buna
karsin S.aureus’ta bu etkinin daha yavas ve sinirli kaldig gosterilmistir (Talapko ve ark.,

2022).

4.2.8. Fiber matlarin mekanik analiz sonuglari

Cizelge 4.6’ya gore PCL/Jel(60:40) ornegi 3 tekrarli olarak ¢ekme-germe

cihazinda test edilerek mekaniz analiz degerleri yer almaktadir.



Cizelge 4.6. PCL/Jel(60:40) 6rneginin 3 tekrarlit maksimum mekanik analiz degerleri
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Fiber Maksimum gerilim Maksimum uzama  Young modiilii Kopma
ornekler (N/mm?) yiizdesi (%) (MPa) gerilim
yiizdesi (%)
PCL/Jel-1 14,50 42,60 5,14 71,56
PCL/Jel-2 22,40 50 8,92 110,56
PCL/Jel-3 23,90 64,70 7,81 117,96
Ortalama 20,26+4,12 52,43+9,18 7,29+1,59 100,03+20,35

PCL ve Jel'in mekanik davranis1 oldukca farkli olup Jel, PCL’ye gore daha elastiktir bu
sebeple daha diisiik kopma uzamasi gostermektedir. Jel'in varligi, saf PCL'ye gére kopma
uzamastyla birlikte elastik modiiliinii arttirabilmektedir. Jel ile PCL uyumu, PCL
zincirlerine yliksek gerilim degerlerine izin veren daha iyi bir hareketlilik
kazandirmaktadir. Longo ve arkadaglarinin ¢alismasinda, PCL/Jel (Karigim 80:20), saf
PCL'nin kopma gerilimine gore yaklasik %270 artisla %350 civarinda kopma gerilimi
gosterdigi, PCL/Jel (Karisim 60:40), %110 civarinda (hala saf PCL'den daha yiiksek) bir
kirilma gerilimi gosterdigi bildirilmistir (Longo ve ark., 2022). Mevcut calismada
PCL/Jel orneklerinin ¢ekme testindeki mekanik analiz degerleri ile literatiir benzer

sonuglar gostermistir.

4.2.9. Fiber matlarin lazer taramah konfokal mikroskop ve SEM goriintiileme

sonuclari

Sekil 4.25’te keratinosit hiicresi ekimi yapilmis 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber
mat Orneginin 72 saat inkiibasyon sonrasi lazer taramali konfokal mikroskop 40x

goriintiilemesi verilmektedir.

Sekil 4.25. Keratinosit hiicrelerin tutunmus oldugu 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat (40X)
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Sekil 4.26°da keratinosit ekimi yapilmig 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat 6rneginin 72

saat inkilibasyon sonrasi lazer taramali konfokal mikroskop 60x goriintiilemesi

verilmektedir.

Sekil 4.26. Keratinosit hiicrelerin tutunmus oldugu 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat (60X)

Sekil 4.27°de keratinosit ekimi yapilmis 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat 6rneginin 72

saat inkiibasyon sonrast SEM’de goriintiilemeleri gosterilmektedir.

SU1510 20.0kV 11.3mm x500 SE

Sekil 4.27. Keratinosit ekiminden 72 saat sonras1 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat 6rnegin a) 500x, b)
1200x, c) 2000x biiylitme oranlarinda SEM goériintiilemeleri

15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat {izerine ekilen keratinosit hiicrelerin morfoloji
ve hiicre-materyal etkilesimleri konfokal lazer taramali mikroskopi ve SEM ile analiz
edilmistir. Giiriintiileme sonuglar1 genel degerlendirmesinde hiicrelerin fiber mat {izerine
basarili bir sekilde tutundugunu, boliindiiglini ve yayilim gosterdigini ortaya
koymaktadir. Konfokal mikroskopide Rhodamin-Faloidin kirmizi rengiyle aktin
filamentlerini veya sitoplazmayi, DAPI mavi rengiyle ¢ekirdekte floresan boyanmalar
sonucu hiicrelerin matris lizerinde yayilim gosterdigi goriilmektedir. Cift boyanin iist iiste
cakistirilarak goriintiilenmesine gore hiicrelerin matris iizerinde yayilmis morfolojik
olarak saglikli bir sekilde fiber mat {izerinde organize oldugunu desteklemektedir.

LL37’nin varlig1 yalnizca antimikrobiyal etkisiyle degil ayn1 zamanda immiinomodiilator
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ve yara iyilestirici Ozellikleriyle keratinositlerin proliferasyonunu ve migrasyonunu
arttirdigr gosterilmistir (Dorschner ve ark., 2001; Heilborn ve ark., 2003). Bu nedenle
LL37’nin varlig1 hiicre davranmisi iizerinde dogrudan pozitif yonde etkili oldugu
onerilebilir. LL37 nin CSNP’lerden kontrollii salim sisteminde yer almasi peptidin lokal
biyoyararlanimini arttirmis ve olasi sitotoksik etkileri minimalize etmistir (Rashki ve ark.,
2022). SEM goriintiileri degerlendirmesinde hiicre matrisi fibere giiglii sekilde tutunmus,
morfolojik olarak saglam sekilde yiizeye uzantilar olusturarak entegre halde hiicreler
gorlintiilenmistir. Hiicrelerin fibr6z yapiya entegre olmasi, LL37’nin hiicre
proliferasyonunu destekleyen etkisiyle uyumlu olup ayni1 zamanda CS’nin biyouyumlu
dogasin1 da yansitmaktadir. LL37-CSNP’ler ylizeyde nano topografi olusturarak
hiicrelerin tutunmasini kolaylastirict bir rol oynamis oldugu diisiiniilebilir (Kong ve ark.,
2010). Ek olarak PCL/Jel kompozit fiber yapinin hiicre i¢in elverisli dogas1 geregi hiicre
adezyonuna yonelik hidrofilik 6zelligi literatlir caligmalariyla desteklenmektedir (Zhang
ve ark., 2005; Li ve ark., 2002) ancak 15-LL37-CSNP emdirilen PCL/Jel fiber matin
ylizeyi daha da fonksiyonel hale getirerek hem antibakteriyel koruma hem de hiicresel
aktiviteyi destekleyen ¢ift yonlii bir biyomedikal platform olarak sunulmaktadir. Benzer
sekilde yakin zamandaki bir ¢alismaya gore Fahimirad ve arkadaslari, ¢ift katmanh
PCL/PVA fiber matrise kitosan nanopartikiiller ile LL37 (ve VEGF) yiikleyerek,
kontrollii salim ve antimikrobiyal 6zelliklerle yara iyilesmesinde hem in vitro hem de in
vivo basar1 elde etmislerdir (Fahimirad ve ark., 2024). Sonug olarak mevcut ¢aligma, yara
tyilestirme siirecinde cilt rejenerasyonuna yonelik doku miithendisligi uygulamalar i¢in

oldukca umut vadeden bir aday oldugunu da gostermektedir.

4.2.10. Fiber matlarin 2B cizik testi sonug¢lari

Sekil 4.28’e gore ¢izik yapilan kuyularda olusturulan yaranin 0., 1., 7. ve
14.giinlere gore invert mikroskop goriintiileri gosterilmektedir. Cizik kapanmanin %
hesab1 i¢in Image-J uygulamasi kullanilarak 6l¢iimler 3 tekrarli sekilde yapildi. Sekil

4.29°da giinlere gore ¢izik kapanma % hesab1 gosterilmektedir.
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Sekil 4.28. HK ve fiber gruplariin 0., 1., 7. ve 14.giinliik ¢izik kapanma goriintiileri

mHK ®CSNP-PCL/Jel w7.5-LL37-CSNP-PCL/Jel ~ m15-LL37-CSNP-PCL/Jel
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Sekil 4.29. 1., 7. ve 14. Giinlerinde ¢izik kapanma yiizde grafigi

Bu c¢alismada, LL-37 yiikli CSNP igeren PCL/Jel matlarinin yara iyilesme
kapasitesi, 2 boyutlu ¢izik testinde ¢izik kapanma (%) orani1 iizerinden degerlendirilmistir.
Hiicre cizik kapanma analizleri; kontrol grubu (HK), yalnizca CSNP-PCL/Jel, 7,5-LL37-
CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel gruplarinda sirastyla 1., 7. ve 14. giinlerde
karsilastirmali olarak analiz edilmistir. Calismada, farkli formiilasyonlarin yara

iyilesmesi iizerine etkisi ¢izik kapanma oranlar iizerinden degerlendirilmis ve sonuglar
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ic bagimsiz tekrar (n=3) ile elde edilmistir. Veriler ortalama + SD cinsinden ifade edilmis
olup, istatistiksel analizlerde her test grubunun sonuclart kendi kontrol grubuyla
karsilastirilarak Student’s t-testiyle gerceklestirilmistir. Tim analizlerde anlamlilik
diizeyi p<0,05 olarak kabul edilmistir ve anlaml farklar grafik {izerinde * isareti ile
gosterilmistir.

Birinci giin HK, yaklagik %15-20 oraninda ¢izik kapanmasi gostermistir. HK’ya kiyasla
CSNP-PCL/Jel grubunda kapanma orani yaklasik %60 civarindadir ve CSNP-PCL/Jel
grubu, HK grubuna gore anlamli sekilde daha yiiksek ¢izik kapanma orani gostermistir.
Bu durum, CSNP’nin erken donemde yara iyilesmesini destekleyici etkisi oldugunu
gosterir. 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel gruplarinda ise kapanma
orant %6570 arasinda bulunmus ve her iki grup da kapanma oran1 HK ya gore istatiksel
anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur (p <0,05). LL-37’nin yara iyilesmesini erken evrede
destekledigini, ancak birinci giinde 7,5 LL37 ve 15 LL37 gruplari arasinda anlamli fark
olmadig1 gozlemlenmistir. Birinci glinlin  sonuglari, LL37 peptidinin ve CSNP
kombinasyonunun, yara iyilesmesini hizlandirma konusunda etkili oldugunu ve ilk 24
saatte onemli bir iyilesme sagladigini gostermistir.

Yedinci giin HK grubunda yara kapanma oran1 yaklagik %45 olarak 6l¢iilmiistiir. CSNP-
PCL/Jel uygulamasit %65 civarinda kapanma saglamis ve HK grubuna goére anlamli
diizeyde iyilesme saglamistir. Bu da CSNP’nin etkisinin sadece erken donemle sinirh
olmadigini, ilk hafta boyunca yara iyilesmesini hizlandirmaya devam ettigini ortaya
koymaktadir. LL-37 iceren gruplar, 7,5 ve 15 pg dozlarda yaklasik %95-100 kapanma
orani ile en yiiksek iyilesme degerlerine ulasmistir. Bu iki grup arasinda anlamli fark
tespit edilmemistir, ancak her ikisi de HK ve CSNP grubuna gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde etkili bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglar, LL-37'nin yara iyilesmesini
ozellikle 7. giinde oldukga etkili bi¢imde hizlandirdigini géstermektedir.

14.glin i¢cin HK grubunda cizik kapanma orani %100 olarak tam yara iyilesmesi
gozlenmektedir. CSNP-PCL/Jel grubunda HK’ya gore anlamli sekilde daha diisiik
kapanma orani1 gostermesine ragmen ¢izik kapanma yaklasik degerinin %85 olmasiyla
yine de yara iyilesmesini destekledigi ifade edilebilir. 7,5 ve 15 pg LL-37 igeren gruplar,
LL37 katkistyla daha erken iyilesme saglanmis olsa da HK ile fark istatistiksel olarak
anlaml degildir, bu da her iki dozun da yara iyilesmesini tamamladigini1 gostermektedir.
Bu durum, LL37’nin erken ve orta donemde iyilesmeyi hizlandirici etkisini, kontrollii
salimin katkisini ve klinik anlamda daha hizli toparlanma potansiyelini destekler. Ozetle

LL-37'nin yara iyilesmesinde etkili bir biyomolekiil oldugunu ve nanoparcacik tasiyici



83

sistem (CSNP) ile kullanildiginda sinerjik bir etki ortaya koydugunu gdstermektedir.
Ozellikle 7. ve 14. giin sonuglarinda, LL-37 iceren formiilasyonlar yara kapanmasini
anlamli sekilde hizlandirmis ve yliksek dozda dahi toksik etki gézlenmeden etkinligini
stirdiirmiistiir. Bu bulgular, LL-37'nin kontrollii salim sistemleri araciligiyla dermal doku
rejenerasyonunu  desteklemede  potansiyel = bir  terapdtik  ajan  olarak
degerlendirilebilecegini ortaya koymaktadir. Ek olarak, LL37’nin sadece erken donem
degil, aym zamanda ge¢ evre yara kapanmasimi da destekleyebilecegini
diistindiirmektedir. LL-37’nin migrasyon, anjiyogenez ve inflamasyon regiilasyonundaki
rolii literatiirde iyi belgelenmistir (Serensen ve ark., 2003). Ozellikle John ve arkadaslari
tarafindan yapilan bir ¢alismada LL37 gibi bir peptit olan W379 peptidi, bir hiicre ¢izik
denemesinde ve proliferasyon denemesinde keratinositlerin ve dermal fibroblastlarin
goclinli ve proliferasyonunu arttirdigr gosterilmistir (John ve ark., 2023). Mevcut
calismada benzer sekilde 2B’lu hiicre kiiltiir ortaminda gergeklestirilen ¢izik testinde
LL37’nin keratinosit migrasyonunu artirarak epitelizasyonu hizlandirdig1 gosterilmistir.
Bu calismada LL37, CSNP’ler araciligiyla PCL/Jel mat igerisine yiiklenmis ve bu formun
yara iyilesmesine etkisi degerlendirilmistir. Bu yontem hem kontrollii salim saglayarak
peptidin stabilitesini artirmakta hem de lokal uygulanabilirligini iyilestirmektedir. Bu
yontliyle, ¢calisgma LL37°nin lokal doz kontrollii uygulamasiyla hiicre ¢izik kapanmasina
olan katkisini ilk kez bu 2B’lu sistem iizerinde deneysel olarak ortaya koyarak 3B doku

modeli i¢in 6n degerlendirme saglamakta ve literatiire nemli bir katki sunmaktadir.

4.3. In vitro 3B insan cilt doku ve yara modeli

4.3.1. In vitro 3B insan cilt doku ve yara modeli H&E boyama sonug¢lar:

Sekil 4.30’a gore 12 giinliik FTSE modele ait H&E boyama mikroskop goriintiisii

sunulmaktadir.
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Sekil 4.30. 12 giinliik FTSE modele ait H&E boyama gériintiisii

Sekil 4.31°de FTSE yara modeli 0.giin i¢cin H&E boyamaya ait goriintii gosterilmektedir.

Sekil 4.31. FTSE yara modeli 0.giin i¢in H&E boyama goriintiisii

Sekillerden anlasildigi tizere 12 gilinde insan derisine benzer bir model gelistirilmis ve bu
modelde yara olusum da gosterilebilmistir. Ust katman keratinosit hiicrelerinin
olusturdugu keratin tabakasi olup, orta katman kolajen matriks, en alt katman ise

fibroblast hiicrelerinden olusmaktadir.

4.3.2. In vitro 3B insan cilt doku modelinin immunohistokimyasal (IHC)

karakterizasyonu

Sekil 4.32°de in vitro FTSE modelinin sirasiyla involukrin, sitokeratin laminin

antikorlariyla gergeklestirilen IHC’nin DAB boyama goriintiisii gosterilmektedir.



Sekil 4.32. FTSE modelinde a) involucrin, b) sitokeratin, ¢) laminin protein ifadelerinin IHC ile gdsterimi

In vitro tam katman deri modeli i¢in deri modeline ait belirte¢ proteinler olan involukrin,
sitokeratin, laminin ifadeleri gosterilerek karakterize edilmistir. Involiikrin, keratinosit
terminal farklilasmasinin ge¢ asamalarinda sentezlenen sitosolik bir dncii proteindir. Watt
(1983), involiikrinin keratinositler bliylimeye basladiktan sonra, hiicre dis ylizey Ortiisii
olusumuna yakin bir asamada sentezlendigini bildirmistir (Watt, F. M., 1983). SG
tabakasindaki epidermal hiicreler, keratin sentezini durdurur ve bunun yerine geg
epidermal farklilasma proteinlerini (6rnegin involukrin, lorikrin ve filagrin) iliretmeye
baslarlar. Bu, keratinositlerin epidermiste farklilagsmasinin ge¢ evresine isaret eder.
Keratinosit terminal farklilagmasinin son agamasi, SC olarak bilinen boynuzsu tabakanin,
yani keratinle dolu, ¢ekirdeksiz 6lii hiicrelerden olusan bariyer katmanin olusumudur. Bu
siire¢, epidermal bariyerin olusumu acisindan kritiktir. SG’de baslatilan ge¢ farklilasma
ile cilt koruyucu tabakasi olan SC olusturulur. Involukrin, lorikrin ve filagrin gibi
proteinler, bu bariyerin molekiiler yapi taglaridir ve SC’nin dayanikliligini ve su kaybina
kars1 gecirgenligini belirler (Reijnders ve ark., 2015). Mulder ve arkadaslar
caligmalarinda stratum granulosum seviyesinde involiikrin boyanmasi goézlemistir.
Involiikrin, ayrica diferansiyasyon hizinin da bir gostergesi oldugu, iist tabakaya gore
erken ekspresyonu over-diferansiyasyon belirtisi de olabildigi bildirilmistir (Mulder ve
ark., 2023). Sitokeratin filaman protein ailesinin iiyeleridir ve sadece keratinositlerde
(epidermise ait hiicrelerde) bulunur. Bazal tabakada yer alan keratinositler baslica keratin
5 ve 14°1; suprabazal (spindzum) tabakadaki farklilasmis keratinositler ise keratin 1 ve
10’u ifade eder. Bu nedenle sitokeratin antikoru, epidermisin bazal katmanini (6rnegin
K5 boya pozitifligi) ve iist katmanlarin1 (6rnegin K10 pozitifligi) ayirmada kullanilir.
Ormegin Reijnders ve arkadaslari model ciltte K5’in stratum bazale, K10’un tiim
suprabazal tabakalara 6zgii oldugunu gostermistir (Reijnders ve ark., 2015). Laminin,
epidermis ile dermis arasindaki bagin kritik bir elemanidir; hemidizmozom olusumunu

baslatir ve epidermisin dermise sabitlenmesini saglar (Nishiyama ve ark., 2000). IHC’de
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laminin pozitifligi, bazal laminalarda net bir hat verir ve dermal-epidermal sinir1 gsterir

(Nishiyama ve ark., 2000; Mulder ve ark., 2023).

4.3.3. 3B insan cilt doku yara kapanma icin MTT analizi sonuc¢lar:

Sekil 4.33’te epidermal ve yara (punch) modelinde 1.giin ve 11.giin i¢in % canlilik

analiz grafigi gosterilmektedir.

140 -
120 - *
100 - Fokk

80 -

m ] giin

% Canhhk

W1l gin

20 A

Epidermal model Yarali (punch) 15-LL37-CSNP
model

Modeller

Sekil 4.33. Epidermal, yara (punch) ve 15-LL37-CSNP modellerinde % canlilik analizi

Bu ¢alismada, farkli deney gruplarinin hiicresel canlilik {izerine etkisi, % canlilik orani
temel alinarak 1. ve 11. giinlerde degerlendirilmistir. Deneysel veriler {i¢ bagimsiz tekrar
ile elde edilmis ve istatistiksel analizler Student’s t-testi her test grubunda 1. ve 11.
giinlerdeki yara iyilesme orani hiicre canliligindaki yiizde degisim ile degerlendirilmistir.
Anlamli farkliliklar p<0,05 diizeyinde kabul edilmis ve grafiksel gosterimlerde * isareti
ile belirtilmistir. Epidermal model, saglikli ve hasarsiz doku yapisini temsil etmekte olup,
deneysel karsilastirmalarda referans (kontrol) grup olarak kullanilmistir. 1. giin canlilik
orani yaklasik %100 olup, sistemin baslangi¢ durumu agisindan baz alinmistir. 11. giin
itibariyle canlilikta %110-115 seviyelerine ulasan bir artis gozlemlenmistir. Bu durum,
kiiltiir ortaminda hiicre proliferasyonunun zamanla artabilecegini gostermekte, ayni

zamanda modelin fizyolojik stabilitesini korudugunu desteklemektedir. Hasar verilmis
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epidermal dokuyu taklit eden yarali (punch) modelde: 1. giin hiicre canlilig1 %45 diizeyde
olup, hiicre canliliginda azalis epidermal modele kiyasla istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur (p<0,05). 11. giin canlilik oran1 %60’a yiikselmis olsa da, bu deger hala
kontrol grubunun belirgin sekilde altindadir (p<0,05). Bu durum yaralit modelde dogal
iyilesme siirecinin sinirli kaldigini ve digsal miidahaleye gereksinim duydugunu ortaya
koymaktadir. 15-LL37-CSNP uygulandig1 bu grupta: 1. giin hiicre canlilig1 yaklasik %45
olup, yarali model ile benzer seviyededir. 11. giin sonunda canlilik oran1 %95-100
diizeyine ulagsmis ve bu artis hem 1. giine gore hem de yarali modele kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). Elde edilen bu sonuglar, LL-37 yiikli CSNP
sisteminin hiicre proliferasyonunu destekleyerek yara iyilesmesinde etkili bir biyolojik
yanit olusturdugunu desteklemekte ve yara iyilesme siireclerinde terapotik potansiyele

sahip oldugunu gostermektedir.

4.3.4. 3B insan cilt doku yara kapanma icin invert mikroskop goriintiileme

sonuc¢lari

Sekil 4.34’te 24’1l epidermal modellere 2 mm ¢apli punch ile yaralama sonrasi

0.giin, 1.gilin, 6.giin ve 11.glin i¢in invert mikroskopta yapilarak yara kapanma siireci

degerlendirilmistir.

Sekil 4.34. Punch ile yaralama sonrasi epidermal modellerin a) Doku kontrol (0.giin), b) Doku kontrol
(1.gilin), ¢) Doku kontrol (6.giin), d) Doku kontrol (11.giin), e) 15-LL37-CSNP+doku (0.giin), f) 15-LL37-
CSNP+doku (1.giin), g) 15-LL37-CSNP+doku (6.giin), h) 15-LL37-CSNP+doku (11.glin) invert
mikroskop goriintiilemeleri

Sekil 4.34’te punch ile olusturulan epidermal yara modelinde, kontrol ve 15-LL37-CSNP

uygulama gruplarinin farkli zamanlardaki mikroskop goriintiileri karsilastiriimistir.
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Kontrol grubunda yara bolgesinin 11. giin sonunda dahi tam olarak kapanmadigy, hiicresel
organizasyonun zayif oldugu ve morfolojik biitiinliigiin saglanamadig1 gozlenmistir.
Buna karsin, 15-LL37-CSNP uygulanan grupta 6. giinden itibaren doku onariminin
belirgin sekilde basladigi ve 11. giin sonunda yara alaninin tamamen kapanarak hiicresel
biitiinligiin biiytik 6l¢iide saglandig: goriilmiistiir. Gorsel bulgular, daha 6nce elde edilen
canlilik yiizdeleriyle (Sekil 4.33.) tutarlilik gostermekte olup, yapilan Student’s t-testi ile
bu farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (n=3, p <0,05). Bu sonuglar,
LL-37 yiiklii CSNP sisteminin yara iyilesmesini hizlandiran etkili bir biyomolekiiler

tagiyici sistem oldugunu desteklemektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

CSNP iiretiminde optimizasyon siireci bilindigi lizere olduk¢a Onem arz
etmektedir. CSNP iiretiminde bircok parametre (CS konsantrasyonu, TPP
konsantrasyonu, CS:TPP hacim orani, pH, tuz/Tween80 etkisi, santrifiij siiresi, santrifiij
tekrari, ultrasonik banyo siiresi, filtreleme) yer almaktadir. CS konsantrasyonunun TPP
konsantrasyonuna gore artis1 partikiil morfolojisini etkileyerek kiicliik kiiresel
goriinimden biiyilkk pargacik goriiniimiine neden olmast durumu istenmeyen
agromelasyonu beraberinde getirmektedir. CS:TPP oranlarin1 2:1 olarak belirlenmesi
optimum nanopartikiil eldesi agisindan Onemlidir. Tween 80 ajaninin nanopartikiil
tiretimindeki varlig1 partikiillerin kiiresel goriiniime sahip olmasini saglamaktadir ¢iinkii
kopiiren yapisiyla partikiiller arasinda bariyer gorevi gormesi aglomera sorununu
engellemektedir. CS ¢ozeltisine TPP ¢ozeltisinin yavas ve kontrollii eklenmesi pargacik
boyutu ve PDI degerlerinin daha homojen olmasini sagladig:i arastirma sonuglariyla
uyumludur. Aglomerasyonda dikkat edilmesi gereken Onemli nokta c¢ozeltinin
asiditesinin 5,5 tlizerine ¢ikmamasidir bu yiizden asidik CS ¢d6zeltisine eklenen TPP
¢oOzeltisinin karistm pH degerini 5,5 iizerine ¢ikarmamasi i¢in kontrollii pH degeri ayari
yapilmasi gereklidir. Bu agidan karigim pH degeri araligi 3,5-4 olarak ayarlanmistir.
Caligmada CSNP deney gruplarinin (1-2-3-4) NP cap ortalamalari sirasiyla 179+ 2,16
nm, 198,0+ 4,48 nm, 291,9+ 6,65 nm, 496,44+9,80 nm ve 210,94+2,59 nm olarak olgiildii.
CSNP-1 grubunun nanopartikiil ortalama degeri istenilen nano boyut aralig1 i¢in uygun
oldugu diistiniilmektedir. Calismanin ilerleyen asamasinda LL37 yiiklenmesi partikiil
boyutunu daha fazla arttirabileceginden boyut araliginin nano disina ¢gitkmamasi agisindan
tercih edilmektedir. Benzer sekilde Zahiri ve arkadaslarinin ¢alismasina gére CSNP’lerin
boyut ortalamasit 278+60 nm iken, kurkumin yiiklenen CSNP’lerin boyut ortalamasi
359465 nm olarak hesaplanmistir. CSNP’lerin nanoboyut araliginda oldugunu kurkumin
yiiklenmesine ragmen nanoboyut araligi disina ¢ikilmadan homojen boyut dagilimima
sahip oldugu gosterilmistir (Zahiri ve ark., 2020). Ayrica partikiil iiretiminde CS molekiil
agirhiginin farklilik géstermesi de iiretilen boyut tizerinde etkili olmaktadir. Bu ¢alismada
diisiik molekiiler agirlikli CS kullanimi daha istenilen dar boyut araligina katki sagladigi
Onerilebilir. Ultrasonikasyon nanopartikiillerin bekleyerek ¢okmesi ve topaklanmasi
sorununu engellemesi agisindan 6nemlidir. Ancak optimum siirenin ve rpm degerinin

asilmas1 durumunda parcaciklar arasindaki itici kuvvet kaybolur ve agrega olusumunu
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beraberinde getirir. Calismada bu siirenin 15 dk {izerine ¢ikmamasi belirlenmistir. Bu
anlamda 800 rpm optimum deger olarak ayarlanmistir. Homojen ve dar boyut araliginda
olup olmadigin tespit etmek acgisindan PDI’nin kiigiik deger olmasi partikiil boyutunun
nano aralikta olmasi1 agisindan gereklidir. Calismada yiikstiz CSNP grubu tercih edilirken
dikkat edilen parametrelerden birisidir. Ayn1 zamanda partikiillerin sadece dar boyut
araliginda olmasi tek basma yeterli olmayip stabilitesinin devamliligt da 6nem arz
etmektedir. Stabilitenin konup korunmadigi ZP degeri ile belirlenebilmekte olup deney
gruplarinda +30 mV iizerinde tespit edilen gruplar igin stabilitenin korundugu
gozlemlenmistir. Istenilen nanoboyut araliginda tercih edilen CSNP-1 grubu
paramatreleri ayarlanarak formiilasyon igerigine LL37 peptidi enkapsiilasyonu yapilmak
amactyla sirastyla 30 pg/mL, 15 pg/mL ve 7,5 pg/mL konsantrasyonlarinda LL37
yliklemesi yapilmistir. Enkapsiilasyon verimliligi konsantrasyon siralamasina gore
%355,57, %80,32, %97,81 olarak hesaplanmistir. Calismada enkapsiilasyon igin
verimliligi %80,32 olarak hesaplanan 15 pg/mL konsantrasyon tercih edilmistir.
Ardindan ¢alismanin sonraki inceleme asamasi LL37’nin CSNP’den ortama salim
kinetigidir. 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP i¢in 24 giinliik salim kinetigine gore
uygunlugu en biiyiik R?, en kiiciik RMSE, RSS, AIC ve BIC degerlerine tespit edilerek
her iki konsantrasyonda birinci dereceden salim kinetik modeli olarak belirlenmistir.
Calisma icin birinci dereceden salim kinetik modeline gore 18. giine kadar dogrusal ve
stirekli bir salim olmus, 18. giinden 24. giine kadar salim sabit bir degerde devam ederek
tamamlanmistir. 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP icin 24 giinlik kiimiilatif salim
ylzdelikleri sirasiyla % 59,86 ve %94,39 olarak hesaplanmistir. Kiimiilatif salimin
%100’e yakinin1 tamamlayan konsantrasyon 15 pg/mL olarak degerlendirilmistir.
Biyouyumluluk analizlerinde, CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP gruplar1 24,
48 ve 72 saat inkiibasyon sonrasi keratinosit hiicrelerinin canlilik ve iiremesine etkisi
analiz edilmis ve en yliksek konsantrasyonda dahi hiicre canliligi kontrol grubuyla
karsilastirildiginda NP’lerin keratinosit hiicreleriyle biyouyumlu oldugu sonucuna
vartlmistir. Antibakteriyel duyarlilik testinde CSNP-1, 7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-
CSNP gruplar1 E.coli ve S.aureus bakteri tiirleri iizerindeki etkinlikleri ayri ayri
incelenerek etkinlikleri karsilastirilmistir. Her {ic grup da hem FE.coli hem de S.aureus
bakteriyel canliliklar1 engelleyen performans sergiledigi 6zellikle de E.coli tizerindeki
performansinin daha da etkili oldugu sdylenebilir. CSNP-1 grubu bilesenindeki CS’nin
bakteriyel canlilik {izerinde kayda deger engelleyici etkisi olmasina ragmen tek basina

yeterli olmamaktadir. Bu etkinin daha ¢ok istenilen performans seviyelerine ulasabilmesi
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amactyla CSNP-1 igerigine LL37 yiliklenmesi saglanarak LL37-CSNP’lerin
antibakteriyel mekanizmay1 genislettigi gozlemlenmistir.

PCL/Jel kompozit fiber mat iiretiminde parametrelerin optimize edilmesi istenilen
kalitede materyal iiretimini i¢in temeldir. Fiber capi optimize edilmesinde birgok
parametre (polimer, voltaj, toplayict uc¢ arasindaki mesafe, akis hizi, viskozite vb.)
sayilabilir. Homojen ve boncuksuz fiber iiretimi i¢in ugtan toplayiciya kadar olan
mesafede ugtan piskiirtilen polimer c¢ozeltisindeki ugucu ¢dzeltinin ortamindan
uzaklastirilmas1 6nemlidir. Bu agidan kaynak voltajinin ideal kV araliginda olmasina
dikkat edilmelidir. Bu agidan ¢alismada 14 kV calisma voltaji ve 12,5 cm mesafe degeri
ideal olarak belirlenmistir. Image J goriintii isleme uygulamasina gore genel fiber ¢ap
ortalamas1 510,3+227,61 nm olarak tespit edilmistir. PCL/Jel karisiminda PCL hacim
oraninin artigt fiber ¢ap1 lizerinde artis1 saglarken, Jel artisi1 fiber ¢capinin kiiclilmesine
neden olmaktadir. Bu sebeple PCL/Jel hacim oraninin 60:40 olarak tercih edilmesi fiber
capinin ideal araliklarda kalmasi agisindan 6nemlidir. Bu ¢alismada gelistirilen PCL/Jel
(60:40) kompozit fiber matin ve LL37-CSNP ile fonksiyonellestirilmis versiyonunun
kimyasal karakterizasyonu FTIR spektroskopisi ile detayli sekilde analiz edilmistir. FTIR
spektrumlari, fiber yapilarin bilesenlerine ait karakteristik fonksiyonel gruplarin varligin
ve bu gruplar arasinda olusan etkilesimleri net bir sekilde ortaya koymustur. PCL'nin
karakteristik bantlar1 olan 2944,51 cm™ (asimetrik —CH. gerilmesi), 2861,45 cm™
(simetrik —CH: gerilmesi), 1720,88 cm™ (C=0 ester gerilmesi), 1291,39 cm™" ve 1234,67
cm ! (C-O—C gerilme titresimleri) PCL/Jel fiber mat spektrumunda korunmus ve 1724,20
cm ! ve 1295,59 cm Ve hafif bir kayma gostermistir. Bu kaymalar, PCL ile Jel arasinda
fiziksel etkilesimlerin gergeklestigini ve 1iki fazin birbirine entegre oldugunu
gostermektedir. Jel’e ait karakteristik bantlardan 3272,40 cm 'deki N-H gerilme
titresimi, PCL/Jel spektrumunda daha diisiik siddetle ve 3303,22 cm e kayarak tespit
edilmistir. Bu durum, Jel’in fiber mat icerisinde daha i¢ yapiya yerlestigini ve FTIR
sinyalinin zayiflamasina neden olabilecek bir etki olusturdugunu diisiindiirmektedir.
Ayrica, Jel’e 6zgii 1629,80 cm "'deki amid I bandinin 1653,29 cm e kayarak zayif
siddette gozlemlenmesi de bu yapisal biitiinligii desteklemektedir. LL37-CSNP'nin
PCL/Jel matrise emdirilmesiyle olusturulan LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat FTIR
spektrumunda, 6zellikle LL37 peptidine ait a-helikal yapiy1 temsil eden 1653—-1654 cm™
araligindaki belirgin amid I bandinin 1655,10 cm™ civarinda yer almasi, peptidin bagarili
sekilde fiber yapiya entegre edildigini ve yapisal biitiinligiiniin korundugunu

gostermektedir. Bu sonuglar, LL37'nin enkapsiilasyon sonrasi yapisal kararliligini
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korudugunu ve PCL/Jel iskeletine fonksiyonel olarak baglandigini dogrulamaktadir.
Genel olarak, FTIR analizi, PCL, Jel ve LL37-CSNP bilesenlerinin her birinin fiber mat
igerisine basariyla entegre edildigini ve fiziksel etkilesim yoluyla stabil bir kompozit yap1
olusturuldugunu agikca ortaya koymustur. Bu durum, elde edilen kompozit fiberlerin
biyomedikal uygulamalarda, 6zellikle de yara iyilesmesi ve antimikrobiyal platformlarda
kullanilabilirligini artiran dnemli bir gostergedir.

Jel fiberlerin incelip uzayarak cap degerinin azalmasini saglarken fiber mat
dayaniklilig1 lizerinde azalisa sebep olmaktadir. Jel’in dayanimimin PCL’ye gore yeterli
olmamas1 fiber mat ortam igeriginde erken biyolojik bozunma kinetigi
gosterebilmektedir. Bu acgidan PCL/Jel oranmin optimize edilmesi Onemlidir. Bu
calismada PCL/Jel (60:40) orani ideal olarak belirlenmistir. Erken bozunma kinetigi Jel
icin dezavantaj olmasmna ragmen PCL ile kompozit yapt hali doku miihendisligi
uygulamalari i¢in ideal malzeme konumuna getirmektedir. Hiicrelerin benzer biyolojik
materyal ile etkilesimi hiicre tutunmasina katkida bulunmasi yoniinden oldukca
anlamlidir. Fiber matin 16. giine kadar agirlik kayb1 analizi sonuglar1 da bu hibrit fiber
matin stabiletsini gdstermektedir. PCL/Jel i¢in agirlik kaybi sirasiyla 8.giinde %41,64,
16.glinde %79,55, 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel i¢in agirlik kayb1 sirasiyla 8.glinde %45,
16.glinde %75,16 ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel icin agirhik kaybi sirasiyla 8.glinde
%43,53, 16.glinde %74,79 olarak hesaplanmistir. Fiber mat 16.gline kadar ortamda
varligin1 devam ettirmektedir. Bu siire¢ igerisinde ozellikle agirlik kaybi PCL/Jel mat
bileseninde Jel’in ¢oziilerek ortama karigsmasi dolayisiyladir. PCL, Jel’e gore fiber
bileseninde varligini korumaya devam etmektedir. Biyouyumluluk analizinde Fiber-1
(bos-PCL/Jel), Fiber-2 (7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel), Fiber-3 (15-LL37-CSNP-PCL/Jel),
Fiber-4 (7,5-LL37-PCL/Jel), Fiber-5 (15-LL37-PCL/Jel), Fiber-6 (CSNP-PCL/Jel)
gruplar1 24, 48 ve 72 saat boyunca besiyeri igerisinde bekletilerek alinan ekstraktlar 24
saat ve 48 saat keratinosit i¢in besiyeri olarak kullanildi ve inkiibasyon sonrasi
biyouyumluluklar1 degerlendirildi. 24 ve 48 saat sonra fiber ekstraktlarinin keratinosit
hiicre proliferasyonu iizerinde herhangi olumsuz bir etkisinin bulunmadigi yani
biyouyumlu oldugu MTT analiz grafigi ile ve mikroskop goriintiileriyle de
desteklenmektedir. 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber
matlarindan 24 giinliik LL37 salim kinetigi incelendiginde sirasiyla %65,17 ve %93,16
olarak hesaplanmistir. Salim kinetigine gore 15.gline kadar dogrusal ve siirekli bir salim
oldugu, 15.giinden 24.giine kadar salimin tamamlandig1 gosterilmistir. Kinetik salim

modelleri karsilastirildiginda R? degerinin 1°e en yakin deger, en diisiik RMSE, RSS, AIC
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ve BIC degerleri ile uyumlu olan kinetik modelin birinci dereceden salim kinetigine
uyumlu oldugu bulunmustur. Fiber matlarin temas agis1 analizinde ortalama a¢1 degerinin
10° olarak hesaplanmasi fiber 6rnegin hidrofilik 6zellikler sergiledigini gostermektedir.
Hiicrelerin iskelelere tutunma, ¢ogalma ve go¢ gibi davranislar sergilemesi agisindan
onemlidir. Bu durum aslinda hiicre kiiltiirii ve doku modelleri i¢in yara modellerinde
iyilesme ortami i¢in vazgegilmez bir 6zelliktir. PCL igerigine eklenen hidrofilik 6zellikli
dogal biyomateryaller eklenmesi istenilen hidrofilik 6zellige erisilmesini saglamaktadir.
Bir calisgmaya gore yalnizca PCL fiberinin temas agisin 120,3+15,8, PCL/Jel temas
acisinin 65,9+4,6, Kurkumin yiikliic CSNP ile fonksiyonlandirilmig PCL/Jel fiberinin
temas agisi ise 48,9+5,4 olarak hesaplanmigtir. Kurkumin ytiklii CSNP ve Jel varligi lifsel
matlarin hidrofilik 6zelligini arttirmistir (Zahiri ve ark., 2020). Fiber mat 6rnekleri igin
antibakteriyel duyarlilik test sonuglarina gére CSNP-PCL/Jel fiber 6rneginde CS bileseni
tek basma kaydadeger bir antibakteriyel etki gostermesine ragmen tek basina yeterli
degildir. Bu yiizden 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber
gruplarinda LL37’nin varh@ antibakteriyel etkiyi oldukga arttirmustir. Ozellikle 15-
LL37-CSNP-PCL/Jel fiber 6rneginde bu performans en iyi diizeydedir. Ayrica her grup
S.aureus tiirlerine gore E.coli tiirlinde daha kuvvetli bir etki gostermektedir. Bu durum
7,5-LL37-CSNP ve 15-LL37-CSNP antibakteriyel duyarlilik test sonuglariyla
desteklenmektedir. PCL/Jel mekanik analiz degerleri 3 tekrarli olarak gerceklestirilmis
olup % kopma gerilimi 100,03+20,35 hesaplanmistir. Hesaplanan % kopma gerilimi,
malzemenin yiiksek oranda elastik deformasyona ugrayabilecegini ve oldukca dayanikli
bir yapr sergiledigini gostermektedir. Bu deger, Ozellikle doku miihendisligi gibi
biyomalzeme uygulamalar1 acisindan degerlendirildiginde, malzemenin mekanik stres
altinda biitiinliiglinii koruyabilme potansiyeline isaret eder. Ayrica, bu oranin yiiksek
olmasi, PCL ve Jel kombinasyonunun sinerjik bir etkiyle elastisiteyi artirdigini
diisiindiirmektedir. PCL ve Jel’in mekanik davranislart dogalarin1 gdzlemlemek icin
onemlidir. Saf PCL diisiik kopma uzamas1 gostermekte olup Jel ise daha yiiksek gerilim
degerlerine izin veren bir esneklik kazandirmaktadir. 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat
ornegine ait SEM goriintii analizine gore hiicrelerin lifler lizerine yayilmasi, substrat ile
giiclii etkilesimi gosterir. Hiicreler sadece ylizeye oturmamis, ayni zamanda uzantilarla
lifler boyunca yayilmais, bu da aktif hiicre-fiber etkilesimini gostermektedir. Farkli boyut
ve morfolojilerdeki hiicre yapilari, hiicrelerin canliligini ve metabolik aktivitesini isaret
etmektedir. Hiicre zarindaki biitiinliik ve hiicre yiizeyindeki ¢ikintilar, biyouyumlu bir

ortamda proliferasyonun siirdiiglinii diistindiirmektedir. Ayrica lifler arasinda homojen
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hiicre dagilimi, fiber mimarisinin hiicre gogii ve yapismasi i¢in uygun bir mikrocevre
sundugunu gostermektedir. Benzer sekilde 15-LL37-CSNP-PCL/Jel fiber mat 6rnegine
ait lazer taramali konfokal mikroskop goriintii analizine gore hiicre iskeleti proteinlerinin
yogun boyanmasi (kirmizi), aktin filamentlerinin aktif sekilde organize ve hiicrelerin
ylizeye adapte oldugunu DAPI ile c¢ekirdek boyanmasi ise, niikleer biitiinliigiin
korundugunu ve canli hiicre popiilasyonunun bulundugunu gostermektedir. Konfokal
veriler, hem yapismis hem de hiicre igi iskelet ve ¢ekirdek yapisi agisindan saglikli hiicre
varliina isaret etmektedir. Bu da fiber yapinin hiicreler icin proliferatif bir mikrogevre
sundugunu gostermektedir. CSNP-PCL/Jel, 7,5-LL37-CSNP-PCL/Jel ve 15-LL37-
CSNP-PCL/Jel gruplarinda 2B’lu ¢izik testi i¢in 0.gilin, 1.giin, 7.glin ve 14.giin i¢in ¢izik
kapanma grafigi olusturulmustur. Higbir uygulama olmaksizin kendiliginden c¢izik
kapanma yiizdesi HK grubu i¢in 7.giinde %40’a, 14.giinde %100’e yakin degerdedir.
CSNP-PCL/Jel grubu i¢in 7.giinde %60’a, 14.giinde %100’e yakin degerdedir. LL37
yikli PCL/Jel fiber gruplarinda LL37’nin varligi hiicreler iizerinde proliferatif etki
gostererek c¢izik kapanma hizin1 oldukca arttirmis ve 7.gline kadar cizik alaninin
tamamiyle kapandigi gosterilmektedir.

Calismada olusturulan 3B tam katmanli cilt doku esdegeri modeli ve punch ile
yaralanmis model yara iyilesmesi histolojik olarak H&E boyama ile degerlendirilmis;
epidermis ve dermis tabakalarinin anatomik biitiinliigiiniin basarili bir sekilde taklit
edildigi gosterilmistir. Epidermal katmanlarda bazal, spinozum, graniilozum ve korneum
yapilarmin belirgin olarak izlenmesi, modelin insan cildi mimarisini histolojik diizeyde
yansittigini dogrulamaktadir. Dermal bolgede fibroblast icerigi ve hiicre dis1 matriks
yogunlugu, dogal dermal stromaya benzer bir doku organizasyonu sunmustur. Elde edilen
sonuglara gore gelistirilen modelin in vitro yara iyilesmesi ¢alismalarinda fizyolojik
gerceklige sahip, giivenilir bir sistem sundugunu ortaya koymaktadir.

IHC analizde involucrin, sitokeratin, laminin gibi belirteclerin kombine kullanima,
tam katmanli cilt modelini ayrintili olarak tanimlamay1 saglamaktadir. Ornegin,
sitokeratin boyasi bazal tabakay1 ve spindzum tabakasini ayirirken involiikrin boyasi st
katmanlar (stratum granulosum) vurgulamaktadir (Reijnders ve ark., 2015). Laminin
boyasi ise epidermisin temel (bazal) sinirin1 belirleyerek bazal laminalari isaretlemektedir
(Mulder ve ark., 2023). Bu sayede, bir FTSE’de bazal lamina laminin ile ¢izilirken; bazal
keratinositler sitokeratin ile, suprabazal keratinositler sitokeratin ve involiikrin ile
belirlenmistir. Bu ii¢ belirtec bir arada kullanilarak FSE modelinin epidermal gelisimi ve

katman yapis1 detaylica karakterize edilmistir.
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Tez calismasinda LL-37 enkapsiile edilmis CSNP’ler emdirilerek
fonksiyonlandirilan PCL/Jel fiber mat gelistirilmistir ve fiber matin antibakteriyel etkisi,
keratinosit hiicrelerine uyumlulugu, in vitro 2B ve 3B modellerde yara iyilestirici etkisi
arastirilmistir. Gelistirilen fonksiyonel mat hem antibakteriyel 6zellik sergilemis hem de
insan keratinosit hiicrelerine toksik bir etki gostermemistir. Tez ¢calismasinda, gelistirilen
fonksiyonel mat ayn1 zamanda keratinosit hiicrelerinin tutunmasina olanak saglayarak bir
iskele gorevi de sergilemis, hiicrelerin iskelede boliinerek ¢ogalma ve yara iyilestirici
etkisi iki boyutlu kiiltiir ortaminda kantitatif olarak gosterilebilmistir. /n vitro ii¢ boyutlu
epidermal deri modelinde ise yara iyilestirici etkisi hiicrelerin mata tutunarak baglanmasi
ve yapismasindan dolayr model iizerinde gosterilememisse de matin igerigindeki 15-
LL37-CSNP’nin uygulanarak tez ¢aligmasinda gelistirilen iic boyutlu epidermal yara
modeli tizerindeki iyilestirici etkisi hem mikroskopik hem de MTT analiziyle kantitatif
olarak gosterilmistir.

Sonug¢ olarak, bu tez caligmasi yeni nesil bir biyofonksiyonel yara Ortiisii
gelistirmis, bu Ortiinlin kontrollii ilag salim potansiyelini saglam verilerle gostermis ve
ayni zamanda bu malzemenin etkisini 6n degerlendirme olarak bir 2B ¢izik modelinde
ardindan fizyolojik yapiya en yakin bir 3B cilt yara modeli iizerinde validasyonla
kanitlamistir. Bu {glii yaklasim (malzeme gelistirme — salim analizi — biyolojik
dogrulama), literatiire yenilik¢i katki acisindan biitiinciil ve entegre sekilde ele alinmistir.
Bu yoniiyle tez, sadece biyomalzeme bilimine degil, ayn1 zamanda yara iyilesmesi
tizerine kurulu doku miihendisli§i ve farmasotik tasiyici sistemler alanina onemli,

yenilik¢i ve model teskil edecek bir katki sunmaktadir.

5.2. Oneriler

CSNP iiretiminde yaygin olarak istenmeyen durum partikiillerin agrega olmasiyla
topaklasma sorununu beraberinde getirmektedir. Partikiil boyutunun nm boyutunda stabil
olabilmesi agisindan iyonik jelasyon agsamasinda agrega olusumunu engelleyerek kiiresel
stabil goriiniimde partikiilllerin tiretimi i¢cin Tween 80 ajanmnin varligit onem arz
etmektedir. Tween 80 partikiiller arasinda bariyer gorevi saglayarak partikiillerin
birbirine yapismasin1 onlemektedir. Ancak yine de {iretilen nanopartikiil ¢ozeltisinin
beklemeye dayali olarak nanopartikiillerin agirlig1 sebebiyle iist iiste birikmesi durumu
s6z konusudur. Bu durumu onlemek ig¢in ultrasonik homojenizasyon islemine tabi
tutulmasi partikiillerin homojen dagilimin1 saglamaktadir. Ultrasonik homojenizasyon

islemi agregasyon sorununa kesin bir ¢6ziim olusturmamaktadir. Gelecek c¢alismalarda
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nanopartikiillerin agregasyon sorununa ¢oziim bulabilmek acisindan Triton-X, SDS
benzeri ajanlar kullanilarak degerlendirme yapilmasi onerilir.

PCL/Jel (60:40) karisim oranli polimer ¢ozeltisi hazirlanarak {iretilen fiber mat
ornekleri keratinosit hiicreleriyle biyouyumluluk testlerinde biyolojik agidan biyouyumlu
olduklar1 sonuglarla dogrulandi. PCL sentetik bir polimer olup tek basma hiicrelerin
tutunabilmesi i¢in yeterli olmayip istenilen hiicre tanima bdlgelerinin olusturulabilmesi
acisindan Jel ile belirlenen oranlarda karisim ¢ozeltisi hazirlandi. Karigim polimer
cozeltisinden elektro-egirme yontemiyle elde edilen PCL/Jel fiber mat fiziksel capraz
baglama yani ¢ozeltilerin birbirleriyle dogal olarak homojen karisimiyla elde edilmistir.
Fiziksel capraz baglama tercihi hiicre ve doku ornekleri i¢in en az sitotoksik etkinin
gbzlenmesi i¢in gerekli olmasi dolayisiyladir. Ancak fiziksel ¢apraz baglama ile tiretilen
fiber matlarin ¢esitli sivilarla (6rnegin; PBS, DMEM gibi) etkilesimi bir siire sonra
jelatinin ¢oziilerek sivilara gegisini beraberinde getirmektedir. Aslinda fiberler arasinda
zamanla olusan bosluklarin hiicre ile dolmasi istenilen bir durum olmasina ragmen bu
siirecin biraz daha geciktirilmesi amaciyla kimyasal ¢apraz baglama Onerilebilir. Ek
olarak kimyasal ¢apraz baglayicinin hiicre ile biyouyumlu olmasi, hiicrelerin proliferatif
etkinligini etkilemeyen bir kimyasal olmasit 6nem arz etmektedir. Dezavantaj olarak
kimyasal capraz baglayicilar maliyet agisindan yiiksek olabilmektedir. Literatiir
incelendiginde kimyasal ¢apraz baglayici olarak Glutaraldehit PCL/Jel fiber matlarda
hizli ve giiclii bir ¢apraz bag olusturmasina ragmen artan hiicre 6liimii ve doku iritasyonu
gibi istenmeyen olumsuz durumlara yol actigi bildirilmistir (Ghassemi ve Gymama,
2018). Genipin ise dogal olarak elde edilmesi diisiik sitotoksik etkinliginin yani sira
maliyet bir miktar daha yiiksek olabilmektedir (Ehrmann, A., 2021). ileriki galismalar
icin 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) ve takviye edici N-
hidroksisiiksinimid (NHS) kombinasyonu olarak EDC/NHS o6nerilmektedir ki, protein
amino ve karboksil gruplar1 arasinda dogrudan amide bag olusturur; kimyasal ajan {iriine
dahil olmaz, yan iiriin olarak sadece suda-¢oziiniir iirea aciga ¢ikmaktadir (Chen ve ark.,
2019).

Gelecek caligmalarda punch ile yaralanmig 3B insan cilt modeline ek olarak 3B
insan cilt modelinde kronik yara ve yanik yara modeli olusturularak ardindan LL37-
CSNP yiiklii PCL/Jel fiber yara ortiisii uygulamalariyla yara iyilesme ve yara kapanma

analizleri degerlendirilerek sonuclarin karsilagtirilmasi gerceklestirilebilir.



97

6. KAYNAKLAR

Abdel-Sayed, P., Kaeppeli, A., Siriwardena, T., Darbre, T., Perron, K., Jafari, P., ... &
Applegate, L. A., 2016, Anti-microbial dendrimers against multidrug-resistant P.
aeruginosa enhance the angiogenic effect of biological burn-wound bandages.
Scientific reports, 6(1), 1-11.

Albright, V., Xu, M., Palanisamy, A., Cheng, J., Stack, M., Zhang, B., ... & Wang, H.,
2018, Micelle-coated, hierarchically structured nanofibers with dual-release

capability for accelerated wound healing and infection control. Advanced
healthcare materials, 7(11), 1800132.

Agarwal, M., Agarwal, M. K., Shrivastav, N., Pandey, S., Das, R., & Gaur, P., 2018,
Preparation of chitosan nanoparticles and their in vitro characterization.
International Journal of Life-Sciences Scientific Research, 4(2), 1713-1720.

Aldana, A. A., Malatto, L., Rehman, M. A. U., Boccaccini, A. R., & Abraham, G. A.,
2019, Fabrication of gelatin methacrylate (GeIMA) scaffolds with nano-and micro-
topographical and morphological features. Nanomaterials, 9(1), 120.

Algharib, S. A., Dawood, A., Zhou, K., Chen, D., Li, C., Meng, K., ... & Xie, S., 2022,
Preparation of chitosan nanoparticles by ionotropic gelation technique: Effects of
formulation parameters and in vitro characterization. Journal of Molecular
Structure, 1252, 132129.

Almaaytah, A., Mohammed, G. K., Abualhaijaa, A., & Al-Balas, Q., 2017, Development
of novel ultrashort antimicrobial peptide nanoparticles with potent antimicrobial
and antibiofilm activities against multidrug-resistant bacteria. Drug design,
development and therapy, 3159-3170.

Anjum, F., Agabalyan, N. A., Sparks, H. D., Rosin, N. L., Kallos, M. S., & Biernaskie,
J., 2017, Biocomposite nanofiber matrices to support ECM remodeling by human
dermal progenitors and enhanced wound closure. Scientific reports, 7(1), 1-17.

Antoniou, J., Liu, F., Majeed, H., Qi, J., Yokoyama, W., & Zhong, F., 2015,
Physicochemical and morphological properties of size-controlled chitosan—
tripolyphosphate nanoparticles. Colloids and Surfaces A: Physicochemical and
Engineering Aspects, 465, 137-146.

Babaloo, H., Ebrahimi-Barough, S., Derakhshan, M. A., Yazdankhah, M.,
Lotfibakhshaiesh, N., Soleimani, M., ... & Ai, J., 2019, PCL/gelatin nanofibrous
scaffolds with human endometrial stem cells/Schwann cells facilitate axon
regeneration in spinal cord injury. Journal of cellular physiology, 234(7), 11060-
11069.

Bacakova, L., Zikmundova, M., Pajorova, J., Broz, A., Filova, E., Blanquer, A., ... &
Sinica, A., 2019, Nanofibrous scaffolds for skin tissue engineering and wound
healing based on synthetic polymers. Applications of nanobiotechnology, 1.



98

Bacakova, L., Pajorova, J., Bacakova, M., Skogberg, A., Kallio, P., Kolarova, K., &
Svorcik, V., 2019a, Versatile application of nanocellulose: From industry to skin
tissue engineering and wound healing. Nanomaterials, 9(2), 164.

Bahar, D. U., 2021, Yara Iyilestirme Ozellikli Polimerlerin Yara Ortiilerinde Kullanimi.
Istanbul Gelisim Universitesi Saglik Bilimleri Dergisi, (13), 157-181.

Bahrami, A., Delshadi, R., & Jafari, S. M., 2020, Active delivery of antimicrobial
nanoparticles into microbial cells through surface functionalization strategies.
Trends in Food Science & Technology, 99, 217-228.

Barrientos, S., Stojadinovic, O., Golinko, M. S., Brem, H., & Tomic-Canic, M., 2008,
Growth factors and cytokines in wound healing. Wound repair and regeneration,
16(5), 585-601.

Bawa, R., 2019, Drug delivery at the nanoscale: a guide for scientists, physicians and
lawyers. In The road from nanomedicine to precision medicine (pp. 1-134). Jenny
Stanford Publishing.

Beck, K., Hunter, 1., & Engel, J., 1990, Structure and function of laminin: anatomy of a
multidomain glycoprotein. The FASEB journal, 4(2), 148-160.

Behere, 1., & Ingavle, G., 2022, In vitro and in vivo advancement of multifunctional
electrospun nanofiber scaffolds in wound healing applications: Innovative
nanofiber designs, stem cell approaches, and future perspectives. Journal of
Biomedical Materials Research Part A, 110(2), 443-461.

Briggaman, R. A., 1982, Biochemical composition of the epidermal-dermal junction and
other basement membrane. Journal of Investigative Dermatology, 78(1), 1-6.

Briggaman, R. A., & Wheeler Jr, C. E. (1975). The epidermal-dermal junction. Journal
of investigative Dermatology, 65(1), 71-84.

Brohem, C. A., da Silva Cardeal, L. B., Tiago, M., Soengas, M. S., de Moraes Barros, S.
B., & Maria-Engler, S. S., 2011, Artificial skin in perspective: concepts and
applications. Pigment cell & melanoma research, 24(1), 35-50.

Burgeson, R. E., 1982, Genetic heterogeneity of collagens. Journal of Investigative
Dermatology, 79(1), 25-30.

Ceonzo, K., Gaynor, A., Shaffer, L., Kojima, K., Vacanti, C. A., & Stahl, G. L., 2006,
Polyglycolic acid-induced inflammation: role of hydrolysis and resulting
complement activation. Tissue engineering, 12(2), 301-308.

Chen, Z.J., Yang, J. P., Wu, B. M., & Tawil, B., 2014, A novel three-dimensional wound
healing model. Journal of Developmental Biology, 2(4), 198-209.

Chen, D., Zhu, T., Fu, W., & Zhang, H., 2019, Electrospun polycaprolactone/collagen
nanofibers cross-linked with 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide/N-
hydroxysuccinimide and genipin facilitate endothelial cell regeneration and may be



99

a promising candidate for vascular scaffolds. International Journal of
Nanomedicine, 2127-2144.

Chrastil, J., 1991, Gelation of calcium alginate. Influence of rice starch or rice flour on
the gelation kinetics and on the final gel structure. Journal of agricultural and food
chemistry, 39(5), 874-876.

Clark, R. A. F., 1999, Mechanisms of cutaneous wound repair. In I. M. Freedberg, A. Z.
Eisen, K. Wolff, K. F. Austen, L. A. Goldsmith, S. I. Katz, & T. B. Fitzpatrick
(Eds.), Fitzpatrick’s dermatology in general medicine (5th ed., Vol. 1, pp. 326—
341). McGraw-Hill.

Cohen, S., & Elliott, G. A., 1963, The stimulation of epidermal keratinization by a protein
isolated from the submaxillary gland of the mouse. J invest dermatol, 40(1), 1-5.

Commandeur, S., van Drongelen, V., de Gruijl, F. R., & El Ghalbzouri, A., 2012,
Epidermal growth factor receptor activation and inhibition in 3 D in vitro models

of normal skin and human cutaneous squamous cell carcinoma. Cancer Science,
103(12), 2120-2126.

Coquette, A., Berna, N., Vandenbosch, A., Rosdy, M., & Poumay, Y., 1999, Differential
expression and release of cytokines by an in vitro reconstructed human epidermis

following exposure to skin irritant and sensitizing chemicals. Toxicology in vitro,
13(6), 867-877.

Costa, P., & Sousa Lobo, J. M., 2001, Modeling and comparison of dissolution profiles.
European Journal of Pharmaceutical Sciences, 13(2), 123—133.

Costa, E. M., Silva, S., & Pintado, M., 2023, Chitosan nanoparticles production:
optimization of physical parameters, biochemical characterization, and stability
upon storage. Applied Sciences, 13(3), 1900.

Csaba, N., Koping-Hoggard, M., & Alonso, M. J., 2009, Ionically crosslinked
chitosan/tripolyphosphate nanoparticles for oligonucleotide and plasmid DNA
delivery. International journal of pharmaceutics, 382(1-2), 205-214.

Dasari SS, Seelam N, Sowmya K, Renuka K, Praveen K, Prashanthievangelin M., 2020,
Nano particles: a current review. J Pharm Innov 9(7):200-202.

Debnath, S., Kumar, R. S., & Babu, M. N., 2011, Ionotropic gelation—a novel method to

prepare chitosan nanoparticles. Research Journal of Pharmacy and Technology,
4(4), 492-495.

Deng, A., Yang, Y., Du, S., & Yang, S., 2018, Electrospinning of in situ crosslinked
recombinant human collagen peptide/chitosan nanofibers for wound healing.
Biomaterials science, 6(8), 2197-2208.

Deshayes, N., Bloas, F., Boissout, F., Lecardonnel, J., & Paris, M., 2018, 3D In vitro
model of the re-epithelialization phase in the wound-healing process. Experimental
Dermatology, 27(5), 460-462.



100

Ding, J., Zhang, J., Li, J., Li, D., Xiao, C., Xiao, H., ... & Chen, X., 2019,, Electrospun
polymer biomaterials. Progress in Polymer Science, 90, 1-34.

Dorschner, R. A., Pestonjamasp, V. K., Tamakuwala, S., Ohtake, T., Rudisill, J., Nizet,
V., ... & Gallo, R. L., 2001, Cutaneous injury induces the release of cathelicidin
anti-microbial peptides active against group A Streptococcus. Journal of
Investigative Dermatology, 117(1), 91-97.

Ehrmann, A., 2021, Non-toxic crosslinking of electrospun gelatin nanofibers for tissue
engineering and biomedicine—a review. Polymers, 13(12), 1973.

Elbehairi, S. E. L., Ismail, L. A., Alfaifi, M. Y., Elshaarawy, R. F., & Hafez, H. S., 2020,
Chitosan nano-vehicles as biocompatible delivering tools for a new Ag (I)
curcuminoid-Gboxin analog complex in cancer and inflammation therapy.
International Journal of Biological Macromolecules, 165, 2750-2764.

Elshaarawy, R. F., Ismail, L. A., Alfaifi, M. Y., Rizk, M. A., Eltamany, E. E., & Janiak,
C., 2020, Inhibitory activity of biofunctionalized silver-capped N-methylated
water-soluble chitosan thiomer for microbial and biofilm infections. International
journal of biological macromolecules, 152, 709-717.

Esentiirk, 1., Erdal, M. S., & Giingér, S., 2016, Electrospinning method to produce drug-
loaded nanofibers for topical/transdermal drug delivery applications. Journal of
Faculty of Pharmacy of Istanbul University, 46(1), 49-69.

Fahimirad, S., Ajalloueian, F., & Ghorbanpour, M., 2019, Synthesis and therapeutic
potential of silver nanomaterials derived from plant extracts. Ecotoxicology and
environmental safety, 168, 260-278.

Fahimirad S, Fahimirad Z, Sillanpaa M., 2020, Efficient removal of water bacteria and
viruses using electrospun nanofibers. Sci Total Environ 751:141673

Fahimirad, S., Ghaznavi-Rad, E., Abtahi, H., & Sarlak, N., 2021, Antimicrobial activity,
stability and wound healing performances of chitosan nanoparticles loaded

recombinant LL37 antimicrobial peptide. International journal of peptide research
and therapeutics, 27(4), 2505-2515.

Fahimirad, S., Khaki, M., Ghaznavi-Rad, E., & Abtahi, H., 2024, Investigation of a novel
bilayered PCL/PVA electrospun nanofiber incorporated Chitosan-LL37 and
Chitosan-VEGF nanoparticles as an advanced antibacterial cell growth-promoting
wound dressing. International Journal of Pharmaceutics, 661, 124341.

Fallah, M., Bahrami, S. H., & Ranjbar-Mohammadi, M., 2016, Fabrication and
characterization of PCL/gelatin/curcumin nanofibers and their antibacterial
properties. Journal of industrial textiles, 46(2), 562-577.

Fan, W, Yan, W., Xu, Z., & Ni, H., 2012, Formation mechanism of monodisperse, low
molecular weight chitosan nanoparticles by ionic gelation technique. Colloids and
surfaces B: Biointerfaces, 90, 21-27.



101

Farokhi, M., Mottaghitalab, F., Fatahi, Y., Khademhosseini, A., & Kaplan, D. L., 2018,
Overview of silk fibroin use in wound dressings. Trends in biotechnology, 36(9),
907-922.

Farzamfar, S., Aleahmad, M., Gholamreza, S. K., Majid, S., & Niloofar, N., 2020,
Polycaprolactone/Gelatin  Nanofibrous Scaffolds for Tissue Engineering.
Biointerface Res. Appl. Chem, 11, 11104-11115.

Fleming, A., 1922, On a remarkable bacteriolytic element found in tissues and secretions.
Proceedings of the Royal Society of London. Series B, Containing Papers of a
Biological Character, 93(653), 306-317.

Foox, M., & Zilberman, M., 2015, Drug delivery from gelatin-based systems. Expert
opinion on drug delivery, 12(9), 1547-1563.

Furuse, M., Hata, M., Furuse, K., Yoshida, Y., Haratake, A., Sugitani, Y., ... & Tsukita,
S., 2002, Claudin-based tight junctions are crucial for the mammalian epidermal

barrier: a lesson from claudin-1—deficient mice. The Journal of cell biology, 156(6),
1099-1111.

Gabbiani, G., Hirschel, B. J., Ryan, G. B., Statkov, P. R., & Majno, G., 1972, Granulation
tissue as a contractile organ a study of structure and function. Journal of
Experimental Medicine, 135(4), 719-734.

Gan, Q., Wang, T., Cochrane, C., & McCarron, P., 2005, Modulation of surface charge,
particle size and morphological properties of chitosan—TPP nanoparticles intended
for gene delivery. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, 44(2-3), 65-73.

Gao, W., Sun, L., Fu, X,, Lin, Z., Xie, W., Zhang, W., ... & Chen, X., 2018, Enhanced
diabetic wound healing by electrospun core—sheath fibers loaded with
dimethyloxalylglycine. Journal of Materials Chemistry B, 6(2), 277-288.

Gao, C., Zhang, L., Wang, J., Jin, M., Tang, Q., Chen, Z., ... & Zhao, G., 2021,
Electrospun nanofibers promote wound healing: Theories, techniques, and
perspectives. Journal of Materials Chemistry B, 9(14), 3106-3130.

Ghassemi, Z., & Slaughter, G., 2018, Cross-linked electrospun gelatin nanofibers for cell-
based assays. In 2018 40th Annual International Conference of the IEEE
Engineering in Medicine and Biology Society (EMBC) (pp. 6088-6091). IEEE.

Ghasemi-Mobarakeh, L., Prabhakaran, M. P., Morshed, M., Nasr-Esfahani, M. H., &
Ramakrishna, S., 2008, Electrospun poly (e-caprolactone)/gelatin nanofibrous
scaffolds for nerve tissue engineering. Biomaterials, 29(34), 4532-4539.

Gibas, ., & Janik, H., 2010, Synthetic polymer hydrogels for biomedical applications.
Chemistry & chemical technology, 4, 297-304.

Gieringer, M., Gosepath, J., & Naim, R., 2011, Radiotherapy and wound healing:
principles, management and prospects. Oncology reports, 26(2), 299-307.



102

Gomes, S., Rodrigues, G., Martins, G., Henriques, C., & Silva, J. C., 2017, Evaluation of
nanofibrous scaffolds obtained from blends of chitosan, gelatin and
polycaprolactone for skin tissue engineering. International journal of biological
macromolecules, 102, 1174-1185.

Gomes, A., Teixeira, C., Ferraz, R., Prudéncio, C., & Gomes, P., 2017-a, Wound-healing
peptides for treatment of chronic diabetic foot ulcers and other infected skin
injuries. Molecules, 22(10), 1743.

Gottrup, F., Agren, M. S., & Karlsmark, T., 2000, Models for use in wound healing
research: a survey focusing on in vitro and in vivo adult soft tissue. Wound Repair
and Regeneration, 8(2), 83-96.

Groeber, F., Holeiter, M., Hampel, M., Hinderer, S., & Schenke-Layland, K., 2011, Skin
tissue engineering—in vivo and in vitro applications. Advanced drug delivery
reviews, 63(4-5), 352-366.

Green, C. B., Cheng, G., Chandra, J., Mukherjee, P., Ghannoum, M. A., & Hoyer, L. L.,
2004, RT-PCR detection of Candida albicans ALS gene expression in the

reconstituted human epithelium (RHE) model of oral candidiasis and in model
biofilms. Microbiology, 150(2), 267-275.

Gschwandtner, M., Mildner, M., Mlitz, V., Eckhart, L., Werfel, T., Gutzmer, R., &
Tschachler, E., 2012, Histamine suppresses epidermal keratinocyte differentiation
and impairs the inside-out barrier function of the epidermis — A new role for mast
cells in inflammatory skin diseases. Journal of Investigative Dermatology,
132(Suppl. 1), S58.Giirsu, E., 2019, Yanik tedavisinde kitosan yara ortiileri.

Haake, A. R., 1999, The structure and development of skin. Dermatology in general
medicine, 70-114.

Harper, R. A., & Grove, G., 1979, Human skin fibroblasts derived from papillary and
reticular dermis: differences in growth potential in vitro. Science, 204(4392), 526-
527.

Hassan, U. A., Hussein, M. Z., Alitheen, N. B., Yahya Ariff, S. A., & Masarudin, M. J.,
2018, In vitro cellular localization and efficient accumulation of fluorescently
tagged biomaterials from monodispersed chitosan nanoparticles for elucidation of

controlled release pathways for drug delivery systems. International journal of
nanomedicine, 5075-5095.

Hassan, Y. A., Khedr, A. 1., Alkabli, J., Elshaarawy, R. F., & Nasr, A. M., 2021, Co-
delivery of imidazolium Zn (II) salen and Origanum Syriacum essential oil by
shrimp chitosan nanoparticles for antimicrobial applications. Carbohydrate
Polymers, 260, 117834.

He, X., Deng, H., Aker, W. G., & Hwang, H. M., 2019, Regulation and safety of
nanotechnology in the food and agriculture industry. In Food applications of
nanotechnology (pp. 525-536). CRC Press.Headington, J. T., & Cerio, R., 1990,



103

Dendritic cells and the dermis: 1990. The American Journal of Dermatopathology,
12(3), 217-220.

Heilborn, J. D., Nilsson, M. F., Serensen, O., Stdhle-Biackdahl, M., Kratz, G., Weber, G.,
& Borregaard, N., 2003, The cathelicidin anti-microbial peptide LL-37 is involved
in re-epithelialization of human skin wounds and is lacking in chronic ulcer
epithelium. Journal of Investigative Dermatology, 120(3), 379-389.

Ho, Y. H., Shah, P., Chen, Y. W., & Chen, C. S., 2016, Systematic analysis of
intracellular-targeting antimicrobial peptides, bactenecin 7, hybrid of pleurocidin
and dermaseptin, proline—arginine-rich peptide, and lactoferricin B, by using
Escherichia coli proteome microarrays. Molecular & Cellular Proteomics, 15(6),
1837-1847.

Homaeigohar, S., & Boccaccini, A. R., 2020, Antibacterial biohybrid nanofibers for
wound dressings. Acta biomaterialia, 107, 25-49.Houacine, C., Yousaf, S. S., Khan,
I., Khurana, R. K., & Singh, K. K., 2018, Potential of natural biomaterials in nano-
scale drug delivery. Current pharmaceutical design, 24(43), 5188-5206.

Huesca-Uriostegui, K., Garcia-Valderrama, E. J., Gutierrez-Uribe, J. A., Antunes-
Ricardo, M., & Guajardo-Flores, D., 2022, Nanofiber Systems as Herbal Bioactive
Compounds Carriers: Current Applications in Healthcare. Pharmaceutics, 14(1),
191.

Hussain, Z., & Sahudin, S., 2016, Preparation, characterisation and colloidal stability of
chitosan-tripolyphosphate nanoparticles: optimisation of formulation and process
parameters. Int. J. Pharm. Pharm. Sci, 8(3), 297-308.

Herdiana, Y., Wathoni, N., Shamsuddin, S., & Muchtaridi, M., 2022, Drug release study
of the chitosan-based nanoparticles. Heliyon, 8(1).

Huang, Y., & Lapitsky, Y., 2011, Monovalent salt enhances colloidal stability during the
formation of chitosan/tripolyphosphate microgels. Langmuir, 27(17), 10392-
10399.

Huang, X., Zhang, Y., & Li, J., 2021, Microstructure and biological properties of
electrospun in situ polymerization of polycaprolactone-graft-polyacrylic acid
nanofibers and its composite nanofiber dressings. Polymers, 13(23), 4246.

Hunt, T. K., Twomey, P., Zederfeldt, B., & Dunphy, J. E., 1967, Respiratory gas tensions
and pH in healing wounds. The American journal of surgery, 114(2), 302-307.

Hunt, T. K., Aslam, R., Hussain, Z., & Beckert, S., 2008, Lactate, with oxygen, incites
angiogenesis. Oxygen Transport to Tissue XXIX, 73-80.

lacob, A. T., Lupascu, F. G., Apotrosoaei, M., Vasincu, I. M., Tauser, R. G., Lupascu,
D., ... & Profire, L., 2021, Recent biomedical approaches for chitosan based
materials as drug delivery nanocarriers. Pharmaceutics, 13(4), 587.



104

Ing, L. Y., Zin, N. M., Sarwar, A., & Katas, H., 2012, Antifungal activity of chitosan
nanoparticles and correlation with their physical properties. International journal of
Biomaterials, 2012(1), 632698.

Jalali-Jivan, M., Garavand, F., & Jafari, S. M., 2020, Microemulsions as nano-reactors
for the solubilization, separation, purification and encapsulation of bioactive
compounds. Advances in Colloid and Interface Science, 283, 102227.

Jannasch, M., Groeber, F., Brattig, N. W., Unger, C., Walles, H., & Hansmann, J., 2015,
Development and application of three-dimensional skin equivalents for the
investigation of percutaneous worm invasion. Experimental parasitology, 150, 22-
30.

Jiang, S., Ma, B. C., Reinholz, J., Li, Q., Wang, J., Zhang, K. A., ... & Crespy, D., 2016,
Efficient nanofibrous membranes for antibacterial wound dressing and UV
protection. ACS applied materials & interfaces, 8(44), 29915-29922.

Jiang, S., Chen, Y., Duan, G., Mei, C., Greiner, A., & Agarwal, S., 2018, Electrospun
nanofiber reinforced composites: A review. Polymer Chemistry, 9(20), 2685-2720.

John, J. V., Sharma, N. S., Tang, G., Luo, Z., Su, Y., Weihs, S., ... & Xie, J., 2023,
Nanofiber aerogels with precision macrochannels and LL-37-mimic peptides
synergistically promote diabetic wound healing. Advanced functional materials,
33(1), 2206936.

Jonassen, H., Kjoniksen, A. L., & Hiorth, M., 2012, Stability of chitosan nanoparticles
cross-linked with tripolyphosphate. Biomacromolecules, 13(11), 3747-3756.

Kamal, 1., Khedr, A. L., Alfaifi, M. Y., Elbehairi, S. E. L., Elshaarawy, R. F., & Saad, A.
S., 2021, Chemotherapeutic and chemopreventive potentials of p-coumaric acid—
Squid chitosan nanogel loaded with Syzygium aromaticum essential oil.
International Journal of Biological Macromolecules, 188, 523-533.

Kefalides, N. A., 1973, Structure and biosynthesis of basement membranes. International
review of connective tissue research, 6, 63-104.

Keong, L. C., & Halim, A. S., 2009, In vitro models in biocompatibility assessment for
biomedical-grade chitosan derivatives in wound management. International journal
of molecular sciences, 10(3), 1300-1313.

Kishimoto, T., 1989, The biology of interleukin-6. Blood, 74(1), 1-10.

Kolar, S. S., & McDermott, A. M., 2011, Role of host-defence peptides in eye diseases.
Cellular and Molecular Life Sciences, 68, 2201-2213.

Kong, M., Chen, X. G., Xing, K., & Park, H. J., 2010, Antimicrobial properties of
chitosan and mode of action: a state of the art review. International journal of food
microbiology, 144(1), 51-63.



105

Kweon, D. K., Song, S. B., & Park, Y. Y., 2003, Preparation of water-soluble
chitosan/heparin complex and its application as wound healing accelerator.
Biomaterials, 24(9), 1595-1601.

Lasser, A., 1983, The mononuclear phagocytic system: a review. Human pathology,
14(2), 108-126.

Laurie, G. W., Leblond, C. P., & Martin, G. R., 1983, Light microscopic
immunolocalization of type IV collagen, laminin, heparan sulfate proteoglycan, and
fibronectin in the basement membranes of a variety of rat organs. American Journal
of Anatomy, 167(1), 71-82.

Levenson, S. M., Geever, E. F., Crowley, L. V., Oates III, J. F., Berard, C. W., & Rosen,
H., 1965, Healing of rat skin wounds. Annals of surgery, 161(2), 293.

Li, W. J.,, Laurencin, C. T., Caterson, E. J., Tuan, R. S., & Ko, F. K., 2002, Electrospun
nanofibrous structure: a novel scaffold for tissue engineering. Journal of
Biomedical Materials Research: An Official Journal of The Society for
Biomaterials, The Japanese Society for Biomaterials, and The Australian Society
for Biomaterials and the Korean Society for Biomaterials, 60(4), 613-621.

Li, L., Qian, Y., Jiang, C., Lv, Y., Liu, W., Zhong, L., ... & Yang, L., 2012, The use of
hyaluronan to regulate protein adsorption and cell infiltration in nanofibrous
scaffolds. Biomaterials, 33(12), 3428-3445.

Li, F.,, Jin, H., Xiao, J., Yin, X., Liu, X., Li, D., & Huang, Q., 2018, The simultaneous
loading of catechin and quercetin on chitosan-based nanoparticles as effective
antioxidant and antibacterial agent. Food research international, 111, 351-360.

Li, J. J., Yang, Y. Y., Yu, D. G., Du, Q., & Yang, X. L., 2018a, Fast dissolving drug
delivery membrane based on the ultra-thin shell of electrospun core-shell
nanofibers. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 122, 195-204.

Li, W.,, Yu, Q., Yao, H., Zhu, Y., Topham, P. D., Yue, K., ... & Wang, L., 2019,
Superhydrophobic hierarchical fiber/bead composite membranes for efficient
treatment of burns. Acta Biomaterialia, 92, 60-70.

Li, T., Sun, M., & Wu, S., 2022, State-of-the-art review of electrospun gelatin-based
nanofiber dressings for wound healing applications. Nanomaterials, 12(5), 784.

Lin, X., Wang, R., & Mai, S., 2020, Advances in delivery systems for the therapeutic
application of LL37. Journal of Drug Delivery Science and Technology, 60,
102016.

Liu, Y., Li, T,, Han, Y., Li, F., & Liu, Y., 2021, Recent development of electrospun
wound dressing. Current Opinion in Biomedical Engineering, 17, 100247.

Liverani, L., & Boccaccini, A. R., 2016, Versatile production of poly (epsilon-
caprolactone) fibers by electrospinning using benign solvents. Nanomaterials, 6(4),
75.



106

Longo, R., Catauro, M., Sorrentino, A., & Guadagno, L., 2022, Thermal and mechanical
characterization of complex electrospun systems based on polycaprolactone and
gelatin. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, 147(9), 5391-5399.

Lopez-Chéavez, E., Martinez-Magadan, J. M., Oviedo-Roa, R., Guzman, J., Ramirez-
Salgado, J., & Marin-Cruz, J., 2005, Molecular modeling and simulation of ion-
conductivity in chitosan membranes. Polymer, 46(18), 7519-7527.

MacNeil, S., 2007, Progress and opportunities for tissue-engineered skin. Nature,
445(7130), 874-880.

Majedi, F. S., Hasani-Sadrabadi, M. M., VanDersarl, J. J., Mokarram, N., Hojjati-Emami,
S., Dashtimoghadam, E., ... & Renaud, P., 2014, On-chip fabrication of paclitaxel-
loaded chitosan nanoparticles for cancer therapeutics. Advanced Functional
Materials, 24(4), 432-441.

Majno, G., Gabbiani, G., Hirschel, B. J., Ryan, G. B., & Statkov, P. R., 1971, Contraction
of granulation tissue in vitro: similarity to smooth muscle. Science, 173(3996), 548-
550.

Manoukian, O. S., Matta, R., Letendre, J., Collins, P., Mazzocca, A. D., & Kumbar, S.
G., 2017, Electrospun nanofiber scaffolds and their hydrogel composites for the
engineering and regeneration of soft tissues. Biomedical nanotechnology: Methods
and protocols, 261-278.

Martin, C. W., & Muir, L. F. K., 1990, The role of lymphocytes in wound healing. British
journal of plastic surgery, 43(6), 655-662.

Martin-Serrano, A., Gomez, R., Ortega, P., & de la Mata, F. J., 2019, Nanosystems as
vehicles for the delivery of antimicrobial peptides (AMPs). Pharmaceutics, 11(9),
448.

Memic, A., Abdullah, T., Mohammed, H. S., Joshi Navare, K., Colombani, T., &
Bencherif, S. A., 2019, Latest progress in electrospun nanofibers for wound healing
applications. ACS Applied Bio Materials, 2(3), 952-969.

Miguel, S. P., Figueira, D. R., Simdes, D., Ribeiro, M. P., Coutinho, P., Ferreira, P., &
Correia, 1. J., 2018, Electrospun polymeric nanofibres as wound dressings: A
review. Colloids and surfaces B: Biointerfaces, 169, 60-71.

Mochane, M. J., Motsoeneng, T. S., Sadiku, E. R., Mokhena, T. C., & Sefadi, J. S., 2019,
Morphology and properties of electrospun PCL and its composites for medical
applications: A mini review. Applied Sciences, 9(11), 2205.

Moeini, A., Pedram, P., Makvandi, P., Malinconico, M., & d'Ayala, G. G., 2020, Wound
healing and antimicrobial effect of active secondary metabolites in chitosan-based
wound dressings: A review. Carbohydrate polymers, 233, 115839.



107

Moll, R., Franke, W. W., Schiller, D. L., Geiger, B., & Krepler, R., 1982, The catalog of
human cytokeratins: patterns of expression in normal epithelia, tumors and cultured
cells. Cell, 31(1), 11-24.

Mondrinos, M. J., Dembzynski, R., Lu, L., Byrapogu, V. K., Wootton, D. M., Lelkes, P.
I., & Zhou, J., 2006, Porogen-based solid freeform fabrication of polycaprolactone—

calcium phosphate scaffolds for tissue engineering. Biomaterials, 27(25), 4399-
4408.

Moulin, V., 1995, Growth factors in skin wound healing. European journal of cell
biology, 68(1), 1-7.

Moulin, V., Auger, F. A., Garrel, D., & Germain, L., 2000, Role of wound healing
myofibroblasts on re-epithelialization of human skin. Burns, 26(1), 3-12.

Mulder, P. P., Raktoe, R. S., Vlig, M., Elgersma, A., Middelkoop, E., & Boekema, B. K.,
2023, Full skin equivalent models for simulation of burn wound healing, exploring

skin regeneration and cytokine response. Journal of Functional Biomaterials, 14(1),
29.

Muzzarelli, C., & Muzzarelli, R. A., 2002, Natural and artificial chitosan—inorganic
composites. Journal of Inorganic Biochemistry, 92(2), 89-94.

Nagant, C., Pitts, B., Nazmi, K., Vandenbranden, M., Bolscher, J. G., Stewart, P. S., &
Dehaye, J. P., 2012, Identification of peptides derived from the human
antimicrobial peptide LL-37 active against biofilms formed by Pseudomonas
aeruginosa using a library of truncated fragments. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 56(11), 5698-5708.

Nair, L. S., & Laurencin, C. T., 2005, Polymers as biomaterials for tissue engineering and
controlled drug delivery. Tissue engineering I, 47-90.

Nair, R. S., Morris, A., Billa, N., & Leong, C. O., 2019, An evaluation of curcumin-
encapsulated chitosan nanoparticles for transdermal delivery. Aaps Pharmscitech,
20(2), 69.

Nasri, R., Hamdi, M., Touir, S., Li, S., Karra-Chadbouni, M., & Nasri, M., 2021,
Development of delivery system based on marine chitosan: Encapsulationand
release kinetic study of antioxidant peptides from chitosan microparticle.
International Journal of Biological Macromolecules, 167, 1445-1451.

Negut, 1., Dorcioman, G., & Grumezescu, V., 2020, Scaffolds for wound healing
applications. Polymers, 12(9), 2010.

Neshani, A., Zare, H., Eidgahi, M. R. A., Kakhki, R. K., Safdari, H., Khaledi, A., &
Ghazvini, K., 2019, LL-37: Review of antimicrobial profile against sensitive and
antibiotic-resistant human bacterial pathogens. Gene Reports, 100519.



108

Nishiyama, T., Amano, S., Tsunenaga, M., Kadoya, K., Takeda, A., Adachi, E., &
Burgeson, R. E., 2000, The importance of laminin 5 in the dermal—epidermal
basement membrane. Journal of dermatological science, 24, S51-S59.

Nissen, N. N., Polverini, P., Koch, A. E., Volin, M. V., Gamelli, R. L., & DiPietro, L. A.,
1998, Vascular endothelial growth factor mediates angiogenic activity during the
proliferative phase of wound healing. The American journal of pathology, 152(6),
1445.

Noore, J., Noore, A., & Li, B., 2013, Cationic antimicrobial peptide LL-37 is effective
against both extra-and intracellular Staphylococcus aureus. Antimicrobial agents
and chemotherapy, 57(3), 1283-1290.

Nuti, R., Goud, N. S., Saraswati, A. P., Alvala, R., & Alvala, M., 2017, Antimicrobial
peptides: a promising therapeutic strategy in tackling antimicrobial resistance.
Current medicinal chemistry, 24(38), 4303-4314.

OECD. Test No. 431: In vitro skin corrosion: reconstructed human epidermis (RHE) test
method. 2019, p. 26. doi: https://doi.org/https://doi.org/10.1787/9789264264618-
en.

OECD. Test No. 439: In Vitro Skin Irritation: Reconstructed Human Epidermis Test
Method. 2019, p. 21. doi: https://doi.org/https://doi.org/10.1787/9789264242845-
en.

Ojeda-Hernandez, D. D., Canales-Aguirre, A. A., Matias-Guiu, J., Gomez-Pinedo, U., &
Mateos-Diaz, J. C., 2020, Potential of chitosan and its derivatives for biomedical
applications in the central nervous system. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology, 8, 389.

Oren, Z., Lerman, J. C., Gudmundsson, G. H., Agerberth, B., & Shai, Y., 1999, Structure
and organization of the human antimicrobial peptide LL-37 in phospholipid

membranes: relevance to the molecular basis for its non-cell-selective activity.
Biochemical Journal, 341(3), 501-513.

Overhage, J., Campisano, A., Bains, M., Torfs, E. C., Rehm, B. H., & Hancock, R. E.,
2008, Human host defense peptide LL-37 prevents bacterial biofilm formation.
Infection and immunity, 76(9), 4176-4182.

Ozturk, K., Arslan, F. B., Tavukcuoglu, E., Esendagli, G., & Calis, S., 2020, Aggregation
of chitosan nanoparticles in cell culture: Reasons and resolutions. International
Journal of Pharmaceutics, 578, 119119.

Pageon, H., Zucchi, H., Rousset, F., Monnier, V. M., & Asselineau, D., 2014, Skin aging
by glycation: lessons from the reconstructed skin model. Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine, 52(1), 169-174.

Pal, P., Srivas, P. K., Dadhich, P., Das, B., Maulik, D., & Dhara, S., 2017, Nano-
/microfibrous cotton-wool-like 3D scaffold with core—shell architecture by



109

emulsion electrospinning for skin tissue regeneration. ACS Biomaterials Science &
Engineering, 3(12), 3563-3575.

Pal, 1., Bhattacharyya, D., Kar, R. K., Zarena, D., Bhunia, A., & Atreya, H. S., 2019, A
peptide-nanoparticle system with improved efficacy against multidrug resistant
bacteria. Scientific reports, 9(1), 4485.

Parham, S., Kharazi, A. Z., Bakhsheshi-Rad, H. R., Kharaziha, M., Ismail, A. F., Sharif,
S., ... & Berto, F., 2022, Antimicrobial Synthetic and Natural Polymeric Nanofibers
as Wound Dressing: A Review. Advanced Engineering Materials, 2101460.

Park, J. S., Han, T. H., Lee, K. Y., Han, S. S., Hwang, J. J., Moon, D. H., ... & Cho, Y.
W., 2006, N-acetyl histidine-conjugated glycol chitosan self-assembled
nanoparticles for intracytoplasmic delivery of drugs: endocytosis, exocytosis and
drug release. Journal of Controlled Release, 115(1), 37-45.

Patrulea, V., Ostafe, V., Borchard, G., & Jordan, O., 2015, Chitosan as a starting material
for wound healing applications. European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics, 97, 417-426.

Patrulea, V., Borchard, G., & Jordan, O., 2020, An update on antimicrobial peptides
(AMPs) and their delivery strategies for wound infections. Pharmaceutics, 12(9),
840.

Paul, W., & Sharma, C. P., 2004, Chitosan and alginate wound dressings: a short review.
Trends Biomater Artif Organs, 18(1), 18-23.

Pilipenko, I., Korzhikov-Vlakh, V., Sharoyko, V., Zhang, N., Schéfer-Korting, M., Riihl,
E., ... & Tennikova, T., 2019, pH-sensitive chitosan—heparin nanoparticles for
effective delivery of genetic drugs into epithelial cells. Pharmaceutics, 11(7), 317.

Piras, A. M., Maisetta, G., Sandreschi, S., Gazzarri, M., Bartoli, C., Grassi, L., ... &
Batoni, G., 2015, Chitosan nanoparticles loaded with the antimicrobial peptide
temporin B exert a long-term antibacterial activity in vitro against clinical isolates
of Staphylococcus epidermidis. Frontiers in microbiology, 6, 372.

Ponec, M., 2002, Skin constructs for replacement of skin tissues for in vitro testing.
Advanced drug delivery reviews, 54, S19-S30.

Porporato, P. E., Payen, V. L., De Saedeleer, C. J., Préat, V., Thissen, J. P., Feron, O., &
Sonveaux, P., 2012, Lactate stimulates angiogenesis and accelerates the healing of
superficial and ischemic wounds in mice. Angiogenesis, 15, 581-592.

Proksch, E., Brandner, J. M., & Jensen, J. M., 2008, The skin: an indispensable barrier.
Experimental dermatology, 17(12), 1063-1072.

Pfalzgraff, A., Brandenburg, K., & Weindl, G., 2018, Antimicrobial peptides and their
therapeutic potential for bacterial skin infections and wounds. Frontiers in
pharmacology, 9, 281.



110

Qi, L., Xu, Z., Jiang, X., Hu, C., & Zou, X., 2004, Preparation and antibacterial activity
of chitosan nanoparticles. Carbohydrate research, 339(16), 2693-2700.

Rahmati, M., Mills, D. K., Urbanska, A. M., Saeb, M. R., Venugopal, J. R., Ramakrishna,
S., & Mozafari, M., 2021, Electrospinning for tissue engineering applications.
Progress in Materials Science, 117, 100721.

Ramos, R., Silva, J. P., Rodrigues, A. C., Costa, R., Guardao, L., Schmitt, F., ... & Gama,
M., 2011, Wound healing activity of the human antimicrobial peptide LL37.
Peptides, 32(7), 1469-1476.

Rappolee, D. A., Mark, D., Banda, M. J., & Werb, Z., 1988, Wound macrophages express
TGF-a and other growth factors in vivo: analysis by mRNA phenotyping. Science,
241(4866), 708-712.

Rashki, S., Safardoust-Hojaghan, H., Mirzaei, H., Abdulsahib, W. K., Mahdi, M. A.,
Salavati-Niasari, M., ... & Mousavi, S. G. A., 2022, Delivery LL37 by chitosan

nanoparticles for enhanced antibacterial and antibiofilm efficacy. Carbohydrate
Polymers, 291, 119634.

Rasouli, R., Barhoum, A., Bechelany, M., & Dufresne, A., 2019, Nanofibers for
biomedical and healthcare applications. Macromolecular bioscience, 19(2),
1800256.

Reijnders, C. M., van Lier, A., Roffel, S., Kramer, D., Scheper, R. J., & Gibbs, S., 2015,
Development of a full-thickness human skin equivalent in vitro model derived from
TERT-immortalized keratinocytes and fibroblasts. Tissue Engineering Part A,
21(17-18), 2448-2459.Replacement, refinement & reduction of animals in research,
2014. https://nc3rs.org.uk/who-we-are/3rs. Accessed 14 Mayis 2025

Reuter, C., Walles, H., & Groeber, F., 2017, Preparation of a three-dimensional full
thickness skin equivalent. 3D Cell Culture: Methods and Protocols, 191-198.

Rheinwald, J. G., & Green, H., 1977, Epidermal growth factor and the multiplication of
cultured human epidermal keratinocytes. Nature, 265(5593), 421-424.

Rios, A. C., Moutinho, C. G, Pinto, F. C., Del Fiol, F. S., Jozala, A., Chaud, M. V., ... &
Balcao, V. M., 2016, Alternatives to overcoming bacterial resistances: State-of-the-
art. Microbiological research, 191, 51-80.

Rossi, A., Appelt-Menzel, A., Kurdyn, S., Walles, H., & Groeber, F., 2015, Generation
of a three-dimensional full thickness skin equivalent and automated wounding.
Journal of visualized experiments: JoVE, (96), 52576.

Sage, H., 1982, Collagens of basement membranes. Journal of Investigative
Dermatology, 79(1), 51-59.

Semwal, A., Singh, R., & Dutta, P. K., 2013, Chitosan: a promising substrate for
pharmaceuticals. Journal of Chitin and Chitosan Science, 1(2), 87-102.


https://nc3rs.org.uk/who-we-are/3rs

111

Serio, F., Miola, M., Verne, E., Pisignano, D., Boccaccini, A. R., & Liverani, L., 2019,
Electrospun filaments embedding bioactive glass particles with ion release and
enhanced mineralization. Nanomaterials, 9(2), 182.

Seppanen, E. J., Thornton, R. B., Corscadden, K. J., Granland, C. M., Hibbert, J., Fuery,
A., ... & Kirkham, L. A. S., 2019, High concentrations of middle ear antimicrobial
peptides and proteins and proinflammatory cytokines are associated with detection
of middle ear pathogens in children with recurrent acute otitis media. PLoS One,
14(12), €0227080.

Sezer, A. D., & Cevher, E., 2011, Biopolymers as wound healing materials: challenges
and new strategies. Biomaterials applications for nanomedicine, 383-414.

Schiffer, M., & Barbul, A., 1998, Lymphocyte function in wound healing and following
injury. British journal of surgery, 85(4), 444-460.

Schleicher, E. D., Wagner, E. M., Olgemoller, B., Nerlich, A. G., & Gerbitz, K. D., 1989,
Characterization and localization of basement membrane-associated heparan

sulfate proteoglycan in human tissues. Laboratory Investigation; a Journal of
Technical Methods and Pathology, 61(3), 323-332.

Schneider, A., Wang, X. Y., Kaplan, D. L., Garlick, J. A., & Egles, C., 2009,
Biofunctionalized electrospun silk mats as a topical bioactive dressing for
accelerated wound healing. Acta biomaterialia, 5(7), 2570-2578.

Schrieber, R., & Gareis, H., 2007, Gelatine handbook: theory and industrial practice. John
Wiley & Sons.

Schultz, G., Clark, W., & Rotatori, D. S., 1991, EGF and TGF-a in wound healing and
repair. Journal of cellular biochemistry, 45(4), 346-352.

Shaykhiev, R., BeiBwenger, C., Kéndler, K., Senske, J., Piichner, A., Damm, T., ... &
Bals, R., 2005, Human endogenous antibiotic LL-37 stimulates airway epithelial

cell proliferation and wound closure. American Journal of Physiology-Lung
Cellular and Molecular Physiology, 289(5), L842-L.848.

Shukla, S. K., Mishra, A. K., Arotiba, O. A., & Mamba, B. B., 2013, Chitosan-based
nanomaterials: A state-of-the-art review. International journal of biological
macromolecules, 59, 46-58.

Shweiki, D., Itin, A., Soffer, D., & Keshet, E., 1992, Vascular endothelial growth factor
induced by hypoxia may mediate hypoxia-initiated angiogenesis. Nature,
359(6398), 843-845.

Singer, A. J., & Clark, R. A., 1999, Cutaneous wound healing. New England journal of
medicine, 341(10), 738-746.

Singh, M., & Jonnalagadda, S., 2020, Advances in bioprinting using additive
manufacturing. European Journal of Pharmaceutical Sciences, 143, 105167.



112

Serensen, O. E., Cowland, J. B., Theilgaard-Monch, K., Liu, L., Ganz, T., & Borregaard,
N., 2003, Wound healing and expression of antimicrobial peptides/polypeptides in

human keratinocytes, a consequence of common growth factors. The Journal of
Immunology, 170(11), 5583-5589.

Sreekumar, S., Goycoolea, F. M., Moerschbacher, B. M., & Rivera-Rodriguez, G. R.,
2018, Parameters influencing the size of chitosan-TPP nano-and microparticles.
Scientific reports, 8(1), 4695.

Stamm, A., Reimers, K., StrauB}, S., Vogt, P., Scheper, T., & Pepelanova, 1., 2016, In vitro
wound healing assays—state of the art. BioNanoMaterials, 17(1-2), 79-87.

Steinstraesser, L., Koehler, T., Jacobsen, F., Daigeler, A., Goertz, O., Langer, S., ... &
Hirsch, T., 2008, Host defense peptides in wound healing. Molecular medicine, 14,
528-537.

Steinstraesser, L., Hirsch, T., Schulte, M., Kueckelhaus, M., Jacobsen, F., Mersch, E. A.,
... & Kindrachuk, J., 2012, Innate defense regulator peptide 1018 in wound healing
and wound infection.

Sukigara, S., Gandhi, M., Ayutsede, J., Micklus, M., & Ko, F., 2003, Regeneration of
Bombyx mori silk by electrospinning—part 1: processing parameters and
geometric properties. Polymer, 44(19), 5721-5727.

Sun, L., Chen, Y., Zhou, Y., Guo, D., Fan, Y., Guo, F., ... & Chen, W., 2017, Preparation
of 5-fluorouracil-loaded chitosan nanoparticles and study of the sustained release
in vitro and in vivo. Asian journal of pharmaceutical sciences, 12(5), 418-423.

Sun, G., Qin, J., Chen, F., & Wu, P., 2022, Recent Advances in Bioengineered Scaffolds
for Cutaneous Wound Healing. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology,
244.

Takahashi, T., & Gallo, R. L., 2017, The critical and multifunctional roles of
antimicrobial peptides in dermatology. Dermatologic clinics, 35(1), 39-50.

Talapko, J., Mestrovi¢, T., Juzbasi¢, M., Tomas, M., Eri¢, S., Horvat Aleksijevi¢, L., ...
& Skrlec, 1., 2022, Antimicrobial peptides—mechanisms of action, antimicrobial
effects and clinical applications. Antibiotics, 11(10), 1417.

Taylor, G., Lehrer, M. S., Jensen, P. J., Sun, T. T., & Lavker, R. M., 2000, Involvement
of follicular stem cells in forming not only the follicle but also the epidermis. Cell,
102(4), 451-461.

Thapa, R. K., Diep, D. B., & Tennesen, H. H., 2020, Topical antimicrobial peptide
formulations for wound healing: Current developments and future prospects. Acta
biomaterialia, 103, 52-67.

Tiglh Aydin, R. S., & Pulat, M., 2012, 5-Fluorouracil encapsulated chitosan nanoparticles
for pH-stimulated drug delivery: Evaluation of controlled release kinetics. Journal
of Nanomaterials, 2012(1), 313961.



113

Tonnesen, M. G., Scott Worthen, G., & Johnston Jr, R. B., 1988, Neutrophil emigration,
activation, and tissue damage. In The molecular and cellular biology of wound
repair (pp. 149-183). Boston, MA: Springer US.

Tsirogianni, A. K., Moutsopoulos, N. M., & Moutsopoulos, H. M., 2006, Wound healing:
immunological aspects. Injury, 37(1), S5-S12.

Tuylek, Z., 2020, Saglik Alaninda Kullanilan Polimerik Biyomateryaller. Tip Fakiiltesi
Klinikleri Dergisi, 3(2), 67-76.

Tzeyung, A. S., Md, S., Bhattamisra, S. K., Madheswaran, T., Alhakamy, N. A.,
Aldawsari, H. M., & Radhakrishnan, A. K., 2019, Fabrication, optimization, and
evaluation of rotigotine-loaded chitosan nanoparticles for nose-to-brain delivery.
Pharmaceutics, 11(1), 26.

Unnithan, A. R., Sasikala, A. R. K., Murugesan, P., Gurusamy, M., Wu, D., Park, C. H.,
& Kim, C. S., 2015, Electrospun polyurethane-dextran nanofiber mats loaded with
Estradiol for post-menopausal wound dressing. International journal of biological
macromolecules, 77, 1-8.

Velnar, T., Bailey, T., & Smrkolj, V., 2009, The wound healing process: an overview of
the cellular and molecular mechanisms. Journal of international medical research,
37(5), 1528-1542.

Wang, Y., Rodriguez-Perez, M. A., Reis, R. L., & Mano, J. F., 2005, Thermal and
thermomechanical behaviour of polycaprolactone and starch/polycaprolactone

blends for biomedical applications. Macromolecular Materials and Engineering,
290(8), 792-801.

Wang, C., Sun, S., Zhang, L., Yin, J., Jiao, T., Zhang, L., ... & Peng, Q., 2019, Facile
preparation and catalytic performance characterization of AuNPs-loaded
hierarchical electrospun composite fibers by solvent vapor annealing treatment.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects, 561, 283-291.

Watt, F. M., 1983, Involucrin and other markers of keratinocyte terminal differentiation.
Journal of Investigative Dermatology, 81(1), S100-S103.

Watt, F. M., 2002, The stem cell compartment in human interfollicular epidermis. Journal
of dermatological science, 28(3), 173-180.

Wedmore, I., McManus, J. G., Pusateri, A. E., & Holcomb, J. B., 2006, A special report
on the chitosan-based hemostatic dressing: experience in current combat
operations. Journal of Trauma and Acute Care Surgery, 60(3), 655-658.

Woodruff, M. A., & Hutmacher, D. W., 2010, The return of a forgotten polymer—
Polycaprolactone in the 21st century. Progress in polymer science, 35(10), 1217-
1256.

Wu, S., Liu, J., Cai, J., Zhao, J., Duan, B., & Chen, S., 2021b, Combining electrospinning
with hot drawing process to fabricate high performance poly (L-lactic acid)



114

nanofiber yarns for advanced nanostructured bio-textiles. Biofabrication, 13(4),
045018.

Xie, Y., Rizzi, S. C., Dawson, R., Lynam, E., Richards, S., Leavesley, D. 1., & Upton, Z.,
2010, Development of a three-dimensional human skin equivalent wound model
for investigating novel wound healing therapies. Tissue Engineering Part C:
Methods, 16(5), 1111-1123.

Xu, Y., & Du, Y., 2003, Effect of molecular structure of chitosan on protein delivery
properties of chitosan nanoparticles. International journal of pharmaceutics, 250(1),
215-226.

Xu, T., Jin, W., Wang, Z., Cheng, H., Huang, X., Guo, X., ... & Yang, H., 2018,
Electrospun CuO-nanoparticles-modified polycaprolactone@polypyrrole fibers:
An application to sensing glucose in saliva. Nanomaterials, 8(3), 133.

Xue, J., Wu, T, Dai, Y., & Xia, Y., 2019, Electrospinning and electrospun nanofibers:
Methods, materials, and applications. Chemical reviews, 119(8), 5298-5415.

Zahiri, M., Khanmohammadi, M., Goodarzi, A., Ababzadeh, S., Farahani, M. S.,
Mohandesnezhad, S., ... & Ai, J., 2020, Encapsulation of curcumin loaded chitosan
nanoparticle within poly (e-caprolactone) and gelatin fiber mat for wound healing
and layered dermal reconstitution. International journal of biological
macromolecules, 153, 1241-1250.

Zhang, Y., Ouyang, H., Lim, C. T., Ramakrishna, S., & Huang, Z. M., 2005,
Electrospinning of gelatin fibers and gelatin/PCL composite fibrous scaffolds.
Journal of Biomedical Materials Research Part B: Applied Biomaterials: An
Official Journal of The Society for Biomaterials, The Japanese Society for

Biomaterials, and The Australian Society for Biomaterials and the Korean Society
for Biomaterials, 72(1), 156-165.

Zhao, J., & Wu, J., 2006, Preparation and characterization of the fluorescent chitosan
nanoparticle probe. Chinese Journal of Analytical Chemistry, 34(11), 1555-1559.



