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OZET

AYSENUR ACUNER

DIYABETIK YARA iYILESMESINDE KULLANILMAK UZERE GELISTIRILEN
COK KATMANLI AKILLI YARA ORTUSU

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dal
2023

Oniimiizdeki on y1l icerisinde sayilar1 yarim milyar1 asacak olan diyabet hastalar1, bu hastalik
nedeniyle olusan kronik yaralardan biiylik zarar gormekte ve gelecekte uygun tedavi
saglanmazsa, yaranin bulundugu uzvun bir kisminin veya tamaminin ampiite edilmesi s6z
konusu olmaktadir. Bahsedilen amputasyondan sonra hastalarin kaybedilme olasilig1 da
artmaktadir. Bu nedenle bu tiir yaralarin iyilesmesinde tedavinin etkinligini artirmak igin
yeni nesil akilli yara 6rtii malzemelerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Sunulan tezin temel amaci;
diyabetik ayak yaralarinin tedavisinde etkinligi artirmak, uzvun islevini geri getirmek,
gelistirmek ve korumak icin gerekli olan terapdtik ajanlart biinyesinde barindiran ve dogal
polimerin ihtiyag duyuldugunda terapétik ajani istenen bolgeye kontrolli salmasini saglayan
yeni nesil/akilli yara Ortlisiiniin gelistirilmesidir. Cok katmanli ve her katmanin farkl
fonksiyona sahip oldugu yapilar yara iyilesmesine katkida bulunmaktadir. Yeni nesil
diyabetik yara ortiisii malzemesinin ¢ok katmanli akilli ortiiler olarak hazirlanmasinda iki
farkli yontem kullanilmistir. Burada, ilk olarak yara bolgesine temas edecek olan alt katman
ve kararli bir yap1 saglanmasi i¢in koruyucu st katman, ipek proteini olan fibroin
kullanilarak elektroegirme yontemi ile iiretilmistir. ipek proteinlerinin yara ortiisii
olusturulmasinda kullanilmasi i¢in ipek kozalari piyasadan temin edilmis ve kimyasal
¢oziiciiler kullanilarak ekstrakte edilmistir. Etkili tedavi sunabilmek adina yara kismina
temas edecek katmanda kontrollii salim yapabilen ila¢ tasiyict sistemler olusturarak
(Polidopamin, Sigir Serum Albiimini) antibiyotiklerin (Gentamisin, Siprofloksasin) lokal
olarak salimi gerceklestirilmistir. ilag tasiyici sistemlerin farkli enfeksiyon seviyelerindeki
farkli pH degerlerine duyarli etken madde salimi saglanmistir. Orta katmani olusturmak igin
ise kriyojenik jel matris hazirlama yontemi kullanilmistir. Aljinat ve kondroitin siilfat katkili
antienflamatuar etken madde (Metformin) yiikli orta katman igin kullanilacak yap1
dondurarak kurutma yontemi ile elde edilmistir. Degisen sicakliga bagli olarak ilag salimi

gergeklestirilmistir. Sonug olarak hem sicaklik hem de pH duyarli ¢ok katmanl akilli, yeni



nesil bir yara Ortlisii malzemesi gelistirilmistir. Diyabetik yara ortii malzemesi i¢in elde
edilen katmanlar, morfolojik olarak (Taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak)
karakterize edilmistir, orta katmanin hidrojel yapisindan dolayr su alma kapasitesi ve
biyolojik uyumluluk (sitotoksisite) testi gerceklestirilmistir. Ilag tasiyici sistemlere
yuklenmis ilaglarin salim deneyleri yapilmistir.

Anahtar kelimeler: Diyabetik yara tedavisi, cok katmanli akilli yara ortiisii, nanofiber,

stinger tip yara Ortiisii.



ABSTRACT

AYSENUR ACUNER

MULTILAYERED SMART WOUND DRESSINGS TO BE USED IN DIABETIC
WOUNDS THERAPIES

Baskent University Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Biomedical Engineering

2023

Diabetes patients, whose number will exceed half a billion in the next ten years, suffer
greatly from chronic wounds caused by this disease, and if appropriate treatment is not
provided in the future, part or all of the injured limb will be amputated. After the mentioned
amputation, the probability of losing patients increases. Therefore, a new generation of smart
dressing materials is needed to increase the effectiveness of the treatment in the healing of
such wounds. The main purpose of the presented thesis; It is the development of a new
generation/intelligent dressing that contains the therapeutic agents necessary to increase the
effectiveness in the treatment of diabetic foot wounds, restore, improve and protect the
function of the limb, and that allows the natural polymer to release the therapeutic agent into
the desired area when needed. Multi-layered structures with different functions contribute to
wound healing. Two different methods were used in the preparation of the new generation
diabetic dressing material as multilayer smart dressings. Here, the bottom layer that will first
contact the wound area and the protective top layer to provide a stable structure were
produced by electrospinning using silk protein fibroin. Silk cocoons were commercially
available and extracted using chemical solvents for the use of silk proteins in dressings. In
order to provide effective treatment, local release of antibiotics (Gentamicin, Ciprofloxacin)
has been achieved by creating controlled release drug carrier systems (Polidopamine, Bovine
Serum Albumin) in the layer that will contact the wound. The release of active substance
sensitive to different pH values of drug delivery systems at different infection levels has
been achieved. Cryogenic gel matrix preparation method was used to form the middle layer.
The structure to be used for the middle layer loaded with alginate and chondroitin sulfate
added anti-inflammatory active substance (Metformin) was obtained by freeze-drying
method. In the case of inflammation, drug release was performed depending on the changing
temperature. As a result, a smart, new generation wound dressing material with both

temperature and pH sensitivity has been developed. The layers obtained for the diabetic

iv



dressing material were characterized morphologically (using scanning electron microscopy
(SEM), water absorption capacity due to the hydrogel structure of the middle layer and the
release of drugs loaded into drug delivery systems, biocompatibility (cytotoxicity) test were

performed.

Keywords: Diabetic wounds therapy, multi-layered smart dressing, nanofibrillar, spongy
type dressing.
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1. GIRIS

Halk soyleminde seker hastaligi veya diyabet olarak da bilinen “diabetes mellitus”
Oniimiizdeki on yil igerisinde diinya genelinde hasta sayisinin yarim milyar1 ge¢mesi
beklenen metabolik bir hastaliktir. Diyabetin 6nemli ve dikkate alinmasi gereken
komplikasyonlar1 arasinda potansiyel gérme kayb1 olan retinopati; bobrek yetmezligine yol
acan nefropati, ayak ilserleri, ampiitasyon, periferik noropati ve gastrointestinal,
genitoiiriner ve kardiyovaskiiler semptomlar yer almaktadir. Bu hastaliklar arasinda
Ozellikle diyabete bagli kronik yaralar hareket kabiliyetinde azalmaya, uzuvlarin kesilmesine
ve hatta 6liime yol agmaktadir. Bu hastaliklarin tedavileri ¢ok zor ve pahalidir, ayrica bu
hastaliklarda enfeksiyon riski yiiksek ve siklikla cerrahi islemler gerektiren bir hastalik
grubudur ve dolayisiyla bu hastalik grubu hastalarin yani sira saglik sistemlerine de 6nemli
bir yiik getirmektedir. Yara gelisimini sinirlandiracak ve tedavi edecek sistemler ile yliksek
riskli bolgenin erken taninmasi ve zamaninda tedavi diyabetik iilserlerini Onleyebilir,
uzuvlart kurtarabilir, potansiyel olarak hayat kurtarabilir ve hastanin yasam kalitesini
iyilestirebilmektedir. Diyabetik yaralarin tedavisinde cerrahi girisimler, enfeksiyon
olusumunda antibiyotik tedavisi, yeniden damarlanma, mekanik yiik bosaltma, ortez
uygulamalari gibi ¢ok disiplinli yaklagimlar uygulanmaktadir. Diyabetik yara tedavilerinde
geleneksel olarak kullanilan bu yontemler hastaya onemli faydalar saglamakla birlikte
fizyolojik olarak karmasik olan yaralarin tedavisinde alternatif ¢zotimlerin gelistirilmesi
gerekmektedir. Bu kapsamda son yillarda yara iyilesmesini kolaylastiran ve geleneksel
pansumanlardan/sargilardan 6nemli derecede farklilasan yeni nesil yara ortiisti sistemleri
gelistirilmektedir. Yeni nesil diyabetik yara ortiisii gelistirilmesinde kullanilacak olan
malzemelerin dncelikle canli sistem ile uyumlu (biyolojik uyumlu) olmasi, tedavi siirecinden
sonra canli sistem tarafindan absorbe edilebilen (biyobozunur) tiirden olmasi, igerisinde
diyabetik yara tedavisi i¢in etken madde bulunduran ve bu maddeleri ihtiya¢ duyuldugunda
ortama salabilen (6rnegin; enfeksiyon durumunda antibiyotik salimi ile tedaviye
kendiliginden baglayabilen, enflamasyon durumunda antienflamatuar salimi yapabilen gibi)
gibi 6zelliklere sahip olmas1 gerekmektedir.

Sunulan tez kapsaminda; yukarida sozii edilen ozelliklere sahip fonksiyonel, yeni
nesil/akill1 bir yara ortii malzemesi gelistirilmesi planlanmistir. Yara Ortiisii malzemesi ¢ok
katmanli olarak tasarlanip her bir katman farkli 6zelliklere ve fonksiyonlara sahip olacaktir.
Alt ve st katman elektroegirme yontemiyle nanofiber formlarin olusturulmas: igin

kullanilacaktir. Yaraya temas edecek olan alt katman farkli pH seviyelerine duyarl ilag



tastyict partikiil sistemleri sayesinde biinyesinde bulundurdugu antibiyotigin salimini
saglayacaktir. Ust katman alt katmanin etken madde ve partikiil sistemi bulundurmadig
yapidir ve sistemin karali kalmasini ve korumay1 saglayacaktir. Orta katman ise Kriyojel
matrix formda dondurarak kurutma islemiyle elde edilecektir. Sicaklik degisikligine duyarlh
olarak hazirlanacak orta katman, icerisindeki antienflamatuar etken maddenin salimini
saglayacaktir. Boylelikle c¢ok katmanli yeni nesil, akilli bir yara ortii malzemesi

gelistirilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Deri ve Yapisi

Deri, viicudun en biiyiikk organi olarak tanimlanmaktadir. Viicudu fiziksel, kimyasal
ve biyolojik tehditlerden korumak, viicuttan asir1 su kaybini onlemek ve viicut 1sisini
diizenlemeye yardimci olmak gibi cesitli temel gérevleri yerine getirir [1]. U¢ katmana

sahiptir, bunlar; epidermis, dermis ve hipodermistir.
2.1.1. Epidermis

Bazal membran epidermis ve dermisin arasinda bulunan lifli yapidir. iletisimden
sorumludur ve sitokinler, bliylime faktorleri i¢in rezervuar gorevi goriir. Epidermis bazal
membranda yer alan Kkeratinositlerden, melanositlerden, Merkel hiicrelerinden ve
Langerhans hiicrelerinden olusur [2]. Keratinositler farklilastik¢a ¢ok katli yassi epiteli
olusturur ve hiicresel anlamda baglantilar ile hiicre dis1 matrisin olusumuna katki saglarken,
mekanik kuvvet veren keratin proteinleri ve lipitlerin salgilanmasinda gérev alirlar [1], [3].
Epidermisteki hiicrelerin yaklasik %2-4’1inii olusturan melanositler, dogal bir pigment olan
melanin sentezinde bulunurlar [4], [5]. Melanin giinesten, radyasyondan koruma, metal
iyonlar1 ve serbest radikal temizliginden sorumludur. [6], [7]. Epidermal dentritik hiicreler
olarak bilinen Langerhans hiicreleri, cilt yiizeyi konumundan dolay1 hiicresel aglar
olusturarak dig ortama kars1 ilk immiinojenik aktiviteyi gergeklestirir [8]. Merkel hiicreleri
mekanoreseptor gorevi goriir ve Merkel hiicrelerinde hem néroendokrin hem de epitelyal
ozellikler goriiliir [9].

2.1.2. Dermis

Derinin biiyiik bir kismim1 olusturur. Epidermis ile etkilesimde olan dermis,
onarimdan, embriyogenezden ve cilt yapisin1 korumadan sorumludur. Termal diizenleyici
ve duyu reseptorii olarak gorev alir. Fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, notrofiller ve
lenfositler, sinir ve damar yapilar1 igeren lifli bir yapidir. Makrofajlar, viicut savunmasindan
sorumludur. Mast Hiicreleri, kimyasal, fiziksel, biyolojik etkilerle aktif hale gelip cesitli
salg1 salgilarlar. Fibroblastlar, ECM’sinin iiretimi ve diizenlenmesinde, biiyiime faktorleri,

sitokin tiretiminde ve inflamatuar tepkide rol alir [9].



2.1.3. Hipodermis

Derinin en derin bolgesinde konumlanmistir. Damarlar ve sinirler i¢erir. Hipodermis
hiicreleri olan adipositler, lipit deposudur. Enerji saglama, termal diizenleme gibi gorevleri
vardir [9].

2.2. Yarave Tipleri

Yara, fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkiler sonucu deri yapisinin biitliinligiini
koruyamamasidir. Yara Iyilesme Dernegi’ne (Wound Healing Society) gore yara, normal
anatomik yapinin ve iglevin bozulmasi seklinde tanimlanmistir [10]. Yaralar giin gegtikce
artan halk saglig1 problemi olmaya devam etmektedir. Ayn1 zamanda saglik sistemlerine de
biiyiik yiikler yliklemektedir [11].

2.2.1. Yara Tipleri

Iyilesme siiresine bagli olarak yaralar iki kisimda incelenir, bunlar; akut ve kronik
yaralar. Akut yaralar, yaralanma nedeniyle ani gelisen yaralardir. Iyilesme kisa siirelidir.
Yaranin durumuna gore yaklasik birkag hafta i¢erisinde iyilesmeler gézlemlenir [12]. Kronik
yaralar, akut yaralarda oldugu gibi normal bir iyilesme siireci gostermez ve iyilesme akut
yara iyilesme siiresinden fazladir, kronik yaralarin tamamen iyilesmesi birka¢ ay
stirebilmektedir [12]. Sistematik ve diizenli iyilesme gergeklesmez. Akut yaralar arasinda
styriklar, asinma, kesik, ezik, kopmaya bagl yaralar, radyasyon yaralar1 ve yaniklar
sayilabilir. Kronik yaralara ise vendz vaskiiler {ilserler, basi iilserleri, iskemik yaralar ve

diyabetik yaralar 6rnek verilebilir [13]-[15]. Sekil 2.1°de akut ve kronik yaralar verilmistir.

Yara Tipi
Akut Yara Kronik Yara
Siyriklar Kesik, Venoz, . . : .
ve ezik ve e Yanik vaskuler Q!yabetlk . 58] . Iskemik
n yaralari . ulserler ulserleri Yaralar
asinma kopmalar tlserler

Sekil 2.1. Yara tipleri [13]-[15].



2.2.1.1. Diyabetik Yaralar

Halk arasinda, diyabet veya seker hastaligi olarak da bilinen “Diabetes Mellitus”
onlimiizdeki on yil igerisinde diinya genelinde hasta sayisinin yarim milyar1 ge¢mesi
beklenen metabolik bir hastaliktir [16]. Insiilin salgilanmasinda eksiklik veya insiilin
cevabinda abnormalite sonucu hiperglisemi ile karakterize edilen bir hastalik grubudur.
Insiilin iiretimi azligindan kaynaklanan Tip 1 diaybet ve insiiline kars1 direncin gelistirilmesi
sonucu Tip 2 diyabet olusur. Diyabetin uzun siireli komplikasyonlari arasinda gérme kaybi
olan retinopati, bobrek yetmezligine yol agan nefropati, ayak iilseri, ampiitasyon periferik
noropati, gastrointestinal, genitotiriner ve kardiyovaskiiler sesmptomlar yer almaktadir [17].
Bu hastaliklar arasinda ozellikle diyabete bagli kronik yaralar hareket kabiliyetinde
azalmaya, uzuvlarin kesilmesine ve hatta 6liime yol agmaktadir. Bu hastaliklarin tedavileri
cok zor ve pahalidir, ayrica bu hastaliklarda enfeksiyon riski yiiksektir ve siklikla cerrahi
islemler gerektiren bir hastalik grubudur ve dolayisiyla bu hastalik grubu, hastalarin yani
sira saglik sistemlerine de 6nemli bir yiik getirmektedir [18].

Diinyanin herhangi bir yerinde her 30 saniyede bir diyabetin sonucu olarak bir uzvun
bir kisminda veya tamaminda alt uzuv amputasyonu meydana gelmektedir [19]. Diabetes
mellitusun yaygin komplikasyonlarindan biri de diyabetik ayak iilserleridir (DFU). Ozellikle
noropati, DFU'larin patogenezinde ana katkida bulunan faktorlerden biridir [20], [21].
Diyabetli hastalarin %19-34"iniin yasamlar1 boyunca diyabetik ayak iilserinden etkilenmesi
olasiliginin oldugu tahmin edilmekte ve Uluslararas1 Diyabet Federasyonu tarafindan, yilda
9,1-26,1 milyon insanin DFU hastasi olabilecegi bildirilmektedir [22]. Bu rakamlar g6z
Online alindiginda DFU olusumu olduk¢a 6nemli bir saglik sorunu olarak karsimiza
c¢ikmaktadir. DFU gelisimini sinirlandiracak ve tedavi edecek sistemler ile yiiksek riskli
ayagin erken taninmasit ve zamaninda tedavi ayak iilserlerini Onleyebilir, uzuvlar
kurtarabilir, potansiyel olarak hayat kurtarabilir ve hastanin yasam kalitesini
iyilestirebilmektedir [21].

2.3. Diyabetik Yara Tedavisinde Kullanmilan Yontemler

Multidisipliner bir yaklagimlarla yara yonetimi; evreleri, ¢esitleri ve uygulanacak
tedavilerin planlanmas1 seklinde uygulanmaktadir. Yara bakimlari, enfeksiyonlarin
kontrolleri, kan akis1 diizeni ve basincin degerlendirilmesi gibi stratejilerle uygulamalar
yapilmaktadir. Ornegin diyabetik periferik ndropati igin; pankreas nakilleri yapilmaktadir,
iyilesme saglansa da cevap siiresi tutarsizliklar1 vardir [23], [24]. Alfa-lipoik asit tedavisi

uygulanmaktadir fakat, uzun siireli etkileri arastirllmamistir [24], [25]. Antikonviilsanlar,



antidepresanlar gibi ila¢ gruplarinin viicuda oldukga fazla yan etkisi vardir [24], [26].
Mezankimal kok hiicre tedavileri aragtirilmaktadir fakat bu sistemler hep oldukg¢a pahali hem
de kullanilabilen hiicre sayis1 azdir [24], [27], [28]. Anjiyoplasti kullanilan bir diger yontem
fakat bu yontem ampiitasyona engel olamamaktadir [29]. Hiperbarik oksijen tedavisi/ozon
tedavisi, ¢ok az ¢alisma vardir ve kullanimda ek maddeler istenir [24], [30]. Periferik arter
hastaliginda; revaskiilerizasyon yontemleri kullanilmaktadir. Tedavi uygulandiktan sonra
hipertansiyon, hiperkolesterolemi ve komplikasyon olusumu gibi istenmeyen olusumlarin
kontrol altinda tutulmasi gerekliligi vardir [24], [31]. Debridman y6ntemi, yara etrafi nekroz,
cansiz dokunun alinmasi, ¢ikarilmasi ve yara bolgesindeki diger saglikli dokunun birakildig:
yontemdir ama nekrotik dokunun alinmasi konusunda kullanilacak teknik heniiz net degildir
[32], [33]. Basing kontrolii igin ayak giyecekleri onerilen tedavi yonteminden biridir fakat
hasta konforu ve hastanin 6nerilere uymama olasiligindan dolay1 iilser tedavilerinde etkili
olabilememektedir [34]. Enfeksiyon tedavisi i¢in antibiyotikler kullanilmaktadir ama
sistemik alinan antibiyotiklerin biyoyararlanimi diisiiktiir ve antimikrobiyal direngler
gelismektedir [35]. Antimikrobiyal peptidler, patojen savasinda kullanilacak immun
molekiilleridir fakat Gida ve ilag Idaresi (FDA) tarafindan insanlarda kullanimi onaylanmis
antimikrobiyal peptid yoktur [24], [36]. Lazer tedavilerinin siirli sonuglar1 vardir ve
maliyeti yiiksektir [37], [38].
2.4. Yara lyilesmesi

Yaralanma gergeklestikten sonra cilt biitiinliigiinii saglamak ve devam ettirmek i¢in
koordineli, sistematik, hiicresel ve biyokimyasal olaylar dizisinden olusan bir onarim siireci
gerceklesir [39]. Yara iyilesmesi basamaklart birbirini takip eder. Siire¢ dort ayr1 fazdan
olusur, bunlar; homeostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme seklindedir.

2.4.1. Homeostaz Fazi

Iyilesme siirecinin ilk basmag1 olan homeostaz fazi, kanamanin durdurulmasi ile baslar
(Sekil 2.2) [40]. Kan damarlar1 gorev alir ve biiziilme islemini gergeklestirerek kanamanin
azalmasini ve trombositler damar duvarina yapigarak pihtilagmanin olugmasini saglar [41].
Trombosit, kanama durdurucu olan ve kan pihtist olusturup protrombin salgilayan fibrin
yapistirict ile yapigarak fibrin iskele olusturur. Fibrin pihtis1 nétrofiller, monositler,
fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi go¢ eden hiicreler i¢in bir yapi iskelesi gorevi goriir

[39]. Homeostaz hizli sekilde gergeklesir.



2.4.2. inflamasyon Faz1

Yara iyilesme siirecinin ikinci basamagi olan inflamasyon fazi, yara iyilesme siiresini
uzatir ama gergeklesmesi dogal olan bir siiregtir. lyilesmede gérevli hiicrelerin aktif hale
gelmesi, sitokinler, biiytime faktorlerinin salimi ile baglar [42]. Yara kismina ilk giden kan
l16kositleri nétrofillerdir. Notrofiller artiklarin fagosite edilmesini saglar. Monositlerden
koken alan makrofajlar da yara bolgesine go¢ eder. lyilesme siiresince makrofajlar aktif rol
alir [39]. Keratinositler de yarali bolgeye goc eder ve fibroblastlar artmaya baslar (Sekil
2.2.). Ardindan lenfositler artar, makrofaj ve lenfositin etkinligi yara iyilesmesi i¢in kritiktir
[43].

2.4.3. Proliferasyon

Iyilesmenin {igiincii basamagi proliferasyon evresidir. Yara bolgesinde salinan
sinyaller ve biiylime faktorleri fibroblast gdcli i¢in sinyal anlamindadir. ECM ve
fibroblastlarin iirlinii olan kolajen yardimiyla yeni, saglikli graniil dokunun olusturulmasi
calismasi baslar [44]. Yeni olusmus kan damar aglarinin uygun beslenmesi ve de gerekli,
yeterli oksijen ile saglikli dokular olusur (Sekil 2.2.).

2.4.4. Yeniden Sekillenme

Son olarak doérdiincili basamak olan yeniden sekillenme evresinde; epidermis, dermis,
sinirler yeniden sekillenerek islevsel dokuyu olusturmaya baslar (Sekil 2.2.). Fibroblastlar
ve makrofajlar tarafindan salinan kollajenaz enzimleri, Tip III kollajenini (ilk biriken kolajen
tipi) bozar ve bunun yerine paralel fibriller halinde yeniden diizenlenen ve bir skar olusturan
kollajen Tip I ile yer degistirir [45]. Kollajen daha sonra ana skar proteini gorevini iistlenir.
Kollajen baslangicta diizensiz dagilirken, kollajen fibrilleri, iyilesen yaradaki stres boyunca
yonlendirilmis diizenli olarak hizalanmis yapilar halinde c¢apraz baglanarak yeniden

diizenlenir. Matris yapisinda degisiklikler olur, kolajen lifler yara izi seklinde diizenlenir [1].



Fibroblast Proliferasyonu PROLIFERASYON
Kabuk INFLAMASYON

AZI
Makrofaj

3. BASAMAK
Fibroblast OMEOSTAZ FAZ

2. BASAMAK

1.BASAMAK

Sekil 2.2. Yara Iyilesmesi Basamaklar1 [40].

2.4.5. Diabetes Mellitus’da Iyilesme Siireci

Diyabetik yaralardaki biiyiik sorunlardan biri dinamik ve sistematik gergeklesen yara

iyilesme siirecinin olmasi gerektigi gibi gerceklesememesidir. Koagiilasyon siirecinde hiper

pihtilasma, fibrinolizde (fibrin pihtisinin par¢alanmasi) azalma [46], nétrofiller tarafindan

diizensiz sitokin salimi ve sonucunda enfeksiyona yatkinlik [47], hiperglisemi nedeniyle

fibroblast ve keratinositlerin gogii ve aktivitesinin yetersiz olmasi, anjiyogenez ve kan

akiginda azalmalar, yetersiz fibroblast etkinligi nedeniyle ECM nin zayif iiretimi yaralarin

saglikli degil kusurlu kapanmasina neden olur (Sekil 2.3) [24].

Diyabetik i
Ayak Yarasi Normal Yara Granilasyon | !)iyabetik Yara

{ Graniilasyon

Iyilesmesi Dokusa Dokusu Iyilesmesi

fibroblastlar patojenler

s
Dermis - - 2 fibroblastlar
- ;

Hipodermis
(subkutan

Doku) Lo o 2l

Sekil 2.3. Normal ve Diyabetik Yara lyilesmesi Kargilastirmasi [24].
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2.5. Diyabetik Yara ve Doku Miihendisligi Yaklasimi

Doku miihendisligi karmasik doku yapilarini olusturmak i¢in rejeneratif 6zelligi
kullanarak gelistirilen bir yaklasimdir. Hasar gérmiis dokularin, organlarin islevini korumak,
iyilestirmek ve gelistirmek i¢in uygulanir [48]. Diyabetik yaralarda tiretilen miihendislik
tirlinlerinin yaralanmis derinin yerini alacak olmasi, yara etki mekanizmasinda iyilestirici
Ozellige sahip olmasi gerektiginde terapotik yaklagimlar sergilemesi beklenmektedir.
Biyomalzemeler, hasarli dokunun iyilesebilmesi i¢in bu yaklagimla beraber kullanilarak
doku miihendisligi calismalarinda 6nemli bir yer edinmektedir. Bliytime faktorleri, hiicreler,
iskeleler, insan derisi dokular1 diyabetik yaralarda kullanilan doku miihendisligi {iriinleridir
[24]. Epidermal biyiime faktorii (EGF), hiicrelerin uyarilmasii ve fibroblast
proliferasyonunu artirarak iyilesmeye katki saglar [49]. Mezankimal kok hiicreler (MSC),
farklilasma potansiyeline sahiptir ve doku onarimi, anjiyogenez igin arastirilmaktadir [27].
Yara onariminda matris olarak kullanilan iskeler, biyomalzemelerle yara iyilesmesinde
kullanilir. Biyomalzemeler, hasarli dokunun iyilesebilmesi i¢in bu yaklasimla beraber
kullanilarak doku miihendisligi ¢alismalarinda 6nemli bir yer edinmektedir [50].
Biyomalzemeler, hidrojel, kopiik, film,bandaj ve yara ortiisii gibi iriinlerin {iretiminde

kullanilir.

2.6. Yara Ortiileri

Hasar gormis, yaralanmis cildi korumak ve iyilesmesine yardimci olmak,
hizlandirmak i¢in kullanilan bir 6rtii malzemesidir. Yara iyilesme siirecinde organizmanin
tek basina yetersiz kaldig1 durumlarda, ilag tedavilerine cevabin yetersiz oldugu durumlarda
ve tedavi icin geleneksel yontemlere ek alternatif tedavi arayisinda yaray1 desteklemek icin
ortller arastirnlmistir [51]. Tarihsel olarak, milattan dnce yag ve gres ile 1slatilmis keten
parcalari, kil tabletler, bal ve re¢ine pansuman igin su ve siit yara temizligi i¢in kullanildi.
19. yiizyilda enfeksiyon kontrolii i¢in antibiyotikler kullanilmaya basland1 ve 20. yiizyilda
modern yara Ortiilerine gecis basladi. 1891 yilinda pamuklu gazli bezler, 1980 ortalarinda,
kuru yara ortamindan ziyade nemli ortamin yaray1 daha hizli iyilestirdigi fikriyle beraber ilk
nem saglayan ve sivi emen yapilar gelistirildi. 1990 yil1 ve sonrasinda da modern ortiiler
arastirtlmaya baslandi [52]-[54].

2.6.1. Geleneksel Yara Ortiileri

Ikincil pansuman olarak kullanilan geleneksel ortiiler, kanama ve iyilesme kontrolii
saglamak amaciyla kullanilir. Gazli bezler, bandajlar, yapistiricilar, kopiikler, stingerler,

hidrokolloid yapilar 6rnek verilebilir [55]. Yara drenaji nedeniyle oOrtii yaraya yapisma
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egilimi gosterir ve ¢ikarilmak istendiginde dokulara zarar verebilir. Saglikli dokulari
korumak i¢in degistirilmesi gerekir. Klinik olarak arastirllmig hatta ticarilesmis olan
geleneksel ortiiler yarayr kapatmayi hedeflerken, iyilestirme 6zelliginden yoksun
olabilmektedir. Geleneksel oOrtiiller yara icin nemli ortami saglayamadigl igin yara
iyilesmesini uzatir. Farkli tip ve farkli iyilesme mekanizmasina sahip yaralardaki
gereksinimler, yaraya 6zgii yara Ortiileri tasarimini mecbur kilmaktadir. Tek tip {retilen
geleneksel ortiiler bu gereksinimi karsilamamaktadir. Ortam degisikligine duyarlilik azdir.
Yarada olusabilecek herhangi bir degisiklik, yaray1 kroniklestirebilir ve bu siireci yonetecek,
degisiklige karsi cevap olusturup uygun yara yonetimini saglayacak sistemlere ihtiyag
duyulmaktadir [53].

2.6.2. Akilli/ Yeni Nesil Yara Ortiileri

Yara yonetimi kiiresel anlamda saglik sistemlerine ve profesyonellerine biiyiik yiikler
yiiklemektedir ve tedavi protokolleri gelistik¢e yiikler hafiflemekte, saglik sistemleri,
profesyoneller, hastalar ve hasta yakinlarina biiyiik kolaylik ve destek saglamaktadir. Bu
potansiyel tedavi yontemlerinden biri de akilli yeni nesil yara Ortiisic malzemeleri
aragtirmalaridir.  Son  yillarda yara iyilesmesini kolaylastiran ve  geleneksel
pansumanlardan/sargilardan onemli derecede farklilasan yeni nesil yara Ortiisii sistemleri
gelistirilmektedir. Modern yara Ortiileri sadece yaray1 kapatmak degil ayn1 zamanda yara
iyilesmesine katkida bulunmak amaciyla kullanilir [56]. Yeni nesil yara ortiilerinde olmasi

gereken ozellikler sunlardir;

e Yara ortaminin belirli bir diizeyde nemli tutulmasi,

e Yara drenajin1 emerken asir1 1slanmaya bagli olarak yara ¢evresinin yumusamasini
onlerken bir yandan da yaranin kurumasinin énlenmesi,

e Epidermal gocii arttirmasi, gaz degisimine izin vermesi, anjiyogenezi ve bag dokusu
liretimin uyarmasi,

e Enfeksiyona karsi koruma saglamali ve yabanct maddeler i¢in bariyer gorevi
gormesi,

e Canli sistem ile uyumlu (biyouyumlu), toksik, alerjik ya da kanserojen etki
gbstermemesi,

e Tedavi siirecinden sonra canli sistem tarafindan absorbe edilebilen (biyobozunur)
tiirden olmasi,

e Yiiksek s1v1 absorblama yetenegine sahip olmasi,

e Gaz aligverisine olanak saglamasi,
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e Biinyesinde yara tedavisi i¢in etken madde bulundurmasi ve bu maddeleri ihtiyag
duyuldugunda ortama salabilmesi (enfeksiyon durumunda antibiyotik salimi,

inflamasyon durumunda antenflamatuar ajan salimi gibi) [53], [57].

Yara iyilesmesi dinamik ve sistematik bir dizi siireci igerir ve iyilesme boyunca pH,
sicaklik, oksijen seviyeleri, glikoz seviyeleri gibi faktorler yara iyilesme siirecini
etkileyebilir ve degistirebilir. Bu nedenle olasi degisikliklere zamaninda ve etkili yanitlar

verebilmek i¢in uyaranlara duyarli yara oOrtiisii malzeme sistemleri gelistirilmektedir.
2.6.2.1. pH Duyarh Yara Ortiileri

Fizyolojik ve patolojik bir dizi viicut olaylar1 sonrasi pH degerinde degisiklikler
meydana gelebilmektedir. pH duyarli ortiiler genel olarak kontrollii salim sistemlerinde
uygulama alani bulur. Saglikli bir derinin pH’1 asidik 6zelliktedir [58], [59]. pH'daki bir
degisiklik, malzemenin islevsel gruplariin iyonizasyon seviyesinde bir degisikligi tetikler
ve lizerinde etkide bulunur, bdylece parcaciklarin veya biyomolekiillerin salinmasini kontrol
eder. Kronik yara ve enfeksiyon durumlarinda derinin pH degerinde degisiklik
gozlemlenmektedir [60]. Hasarli dokunun pH’1 asidikten bazige dogru degismektedir [61].
Bu degisiklige cevap veren calismalar mevcuttur. Ornegin, poli(etilen glikol)-
diakrilat/laponit esasl ilag yiiklii kitosan nanoparcaciklari igeren bir yara sargist iiretilmis ve
pH degisikligine karst kitosan nanoparcaciklarindan ila¢ salimminin gergeklestigi
gozlemlenmistir [62]. Bir diger ¢aligmada asidik kosullarda iyonik ¢apraz baglanmanin
bozuldugu ve hidrojel agmin gevsemesiyle tannik asidin hidrojelden salimi
gerceklestirilmistir [63].

2.6.2.2. Sicaklik Duyarh Yara Ortiileri

Saglikl1 bir derinin sicakligr 36,5 °C-37 °C civarindadir. Ancak yaralanmis, hasar
gormiis, enfekte bir derinin sicakligi yiikselir. Sicakliga bagli olarak yara oOrtiisiinde
kullanilacak malzemenin davranigindaki degisiklikle (6rnegin hidrojel yapilar biiziiserek
icerisindeki ilact salar.) uyaran cevabi olusturulabilir. Sicaklik faktorii kullanilarak, yara
iyilesmesi icin duyarli yara ortiileri gelistirilmistir. Ornegin, N- izopropilakrilamid (NIPAM)
polimerinin 1siya duyarli davranisi nedeniyle sicaklik artisina bagli olarak kiigiilmesi,
hidrojen baglarinin kirtlmasi sonucu igerisindeki etken maddenin salimini ger¢eklestirmesi

gozlemlenmistir [64].
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2.6.2.3. Glikoz Duyarh Yara Ortiileri
Diyabetik yaralar gecikmis yara iyilesmesi ve komplikasyonlara neden olur [65].
Hiperglisemi, yaralarin kolay enfekte olmasina neden oldugu i¢in glikoza duyarli yara ortiisii
malzemeleri arastirilmaktadir. Ornegin, fenilboronat bagi glikoza duyarhidir ve glikoz
seviyesi arttiginda fenilboronat ester bagi kirilarak malzeme igerisindeki etken maddeyi

salmasi incelenmistir [66].

2.6.2.4. Reaktif Oksijen Tiirlerine Duyarh Yara Ortiileri
Yara iyilesmesi siirecinde hem olumlu hem de olumsuz etkilere sahip olan reaktif
oksijen tiirleri, normal seviyedeyken; bakterilerin yok edilmesi immiinosit toplanmasina
sebep olur. Asir1 reaktif oksijen protein, (deoksiribo niikleik asit) DNA gibi molekiillerin
hasarma yol agabilir. Oksidatif stres olusur ve bu da yara iyilesme siirecinin olumsuz
etkilenmesine neden olur [67], [68]. Ornegin, hidrojen bag: olusturabilmek icin ortamdaki
reaktif oksijenleri tiikketen hidrojel, ortamda asir1 reaktif oksijeni azaltirken, yeterli miktara

ulasan reaktif oksijenlerin yara iyilesmesinde gorev almasini saglamistir [69].

2.7. Biyomalzeme Esash Yara Ortiileri

Biyomalzemeler, doku ve organlarin islevini yerine getirmek, geri kazandirmak veya
yerini almak icin kullanilan malzeme grubudur. Malzeme eklendigi bolgede uygun cevap
olusturabilme yetenegine sahip olmali, biyouyumlu olmalidir [70], [71]. Toksik, alerjenik
ve kanserojenik etki yaratmamalidir. Biyomalzemeler metaller, kompozitler, seramikler ve
polimerler olmak iizere dort kistmda incelenir. Polimerler, tekrarli alt birimlerden olusan
makromolekiillerdir. Diyabetik yaralar icin gelistirilen yara Ortiilerinde biiylik 6neme
sahiptir. Dogal ve sentetik olmak {izere iki kisma ayrilir. Dogal polimerlerin mekanik
anlamda etkinliginin artirilmasi i¢in sentetik polimerlerle beraber kullanilabilir. Yara ortiisii
uygulamalarinda aljinat, kondroitin siilfat, polydopamin, jelatin, kitosan, seliiloz, hyaluronik
asit, ipek proteinleri gibi dogal polimerler yiiksek biyouyumluluklarindan dolay1 kullanilir.
Sentetik polimerler arasinda, poli(vinil alkol) (PVA), poli(hidroksietil metakrilat)
(PHEMA), polilaktit (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) gibi polimerler yer
almaktadir [71].

2.7.1. Aljinat
Anyonik ozellikteki aljinat polimeri (Alg), kahverengi alglerin hiicre duvarlarindan,
Pseudomonas veya Azotobacter gibi bakteri suslarindan elde edilen suda ¢oziiniir
polisakkarittir [72], [73]. Kaynagina bagli olarak ¢esitli oranlarda guluronat ve

mannuronattan olusur. (1,4)-bagli B- d -mannuronat (M) ve a- | -guluronattan (G) olusan bir
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bloktan olusur. Aljinatlar, fiziksel 6zelliklerini ve molekiiler agirliklarini belirleyen farkli
oranlarda ve M ve G dizisi igerir. Dizi ardisik G asit (GGGGGG) ve M asit (MMMMMM)
ve doniisiimliit M ve G kisimlardan (GMGMGM) olusur [74] Sekil (2.4). Aljinik asitin suda
¢Oziinir forma gelmesi i¢in sodyum aljinat, kalsiyum aljinat ve aljinat esterlerine

donustirilmelidir.

- “m

o-L guluronik asit  B-D mannuronik asit

Aljinik asit
Sekil 2.4. Aljinik asitin yapis1 [75].

Aljinatin 6nemli 6zelliginden birisi de iki degerlikli katyonlarla hidrojel olugturabilme
yetenegidir. Jel olusumu, iki degerlikli katyonlarin varliginda siki baglantilar olusturmak
iizere birlesen G-bloklar1 arasindaki etkilesimler tarafindan yonlendirilir. Ca*? gibi iki
degerlikli katyonlar, aljinat zincirindeki fonksiyonel gruplar arasinda capraz bag gorevi
gorir, bu da bir jel aginin olusumuna yol agar [74]. G-blogunun yapisal bigiminden dolayi,
metal selasyon-baglama zinciri, yumurta kutusu (Sekil 2.5) ¢apraz baglanma modeli olarak
adlandirtlir [76]. Katyonlarin ¢esitliligine ragmen, maliyeti ve toksisite olmamasi

nedeniyle, aljinat jeli iiretmek icin en ¢ok kullanilan iyon Ca*?’dir [77].
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Sekil 2.5. Jel formun olusumda yumurta kutusu modeli sematik ¢izimi [76], [78].

Alginat biyopolimerinde bulunan fonksiyonel gruplar (hidroksil, karboksil) sayesinde
kolay islenebilirlige sahiptir. Bu nedenle yara ortii malzemelerinde oldukga fazla uygulama
alan1 bulmaktadir. Yara ortaminin nemli kalmasini saglayan ve enfeksiyon gelisimini
siirlandiran jeller olusturur, epitelizasyon ve graniil dokusunun olusumunu destekler.
Yiiksek biyouyumlulugu ve etkili sisme kapasitesi ile yara ortlileri malzemelerindeki etken
madde salim uygulamalarinda kullanilir [79]. Aljinat temelli yara ortiilerine 6rnek olarak,
kopiikler, nanolifler, hidrojeller, filmler siingerler verilebilir [73]. Ek olarak aljinat,
biyomalzemelerin yapisint kontrol edebilir ve antibiyotiklerin yara pansuman
malzemelerinden kontrollii olarak verilmesi i¢in ¢ok uygundur. Bu nedenle, aljinat
polimerleri, cilt yara ortiileri dahil olmak tlizere farkl: tiirde biyomedikal {iriinlerde iyilesmeyi
hizlandirmak i¢in kullanilmaktadir ve geleneksel yara oOrtiilerine gore en az agr ile
cikarilabilmektedir. Aljinat bazli antibiyotikler yiiksek emme kapasitesi sergilediklerinden,
siddetli eksudali yaralarda olduk¢a faydalidirlar. Aljinat ve aljinat bilesikleri, yalnizca siiper
emici Ozellikler sergilemekle kalmaz, ayn1 zamanda yapisal biitiinliigli koruyarak 1y1 bir
stabilite gosterir. Yara oOrtii malzemelerinin klinik uygulamalarda uygulanabilirligini

gelistirmek i¢in, diger polimerlerle birlikte c¢esitli mikrobiyal direngli yara Ortii
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malzemelerinin gelistirilmesi i¢in aljinat kullanilir [80], [81]. Yara iyilesmesindeki rolii:
Yara iyilesmesinde aljinatin etkili yiiksek emme giicii, eksiidada bulunan sodyum
iyonlarinin (Na*) kalsiyum aljinattaki kalsiyum iyonlar1 (Ca2") ile yer degistirmesinden ve
sonug olarak bir sodyum aljinat jel olusmasindan kaynaklanmaktadir. Bu jel yara ylizeyine
uyum saglar, biiylime faktorlerini ve iyilesmeyi tesvik eden hiicreleri tagir ve doygun hale
gelene kadar eksiidayr emmeye devam eder. Ayrica, kalsiyum, esasen trombosit
aktivasyonunu ve agregasyonunu tesvik eden bir pihtilagma faktorii gibi davrandigindan
aljinatin hemostatik 6zelliginden de sorumludur. Aljinatin yiiksek M-blok igerigi, iyilesme
siirecinde dogrudan rolii olan IL-6 ve TNF-a iiretimi i¢in monositleri uyarmasi nedeniyle
kronik yara iyilestirme uygulamalari i¢in de yararhidir [82], [83]. Diyabetik yaralarda
kullanilmak {tizere ticari olarak temin edilebilen bazi yara ortiileri Tablo 2.1°de verilmistir
[84].

Tablo 2.1. Diyabetik yaralarda kullanilan aljinat temelli ticari yara oOrtiileri 6rnekleri [84].

Aljinat Bazh Yara Ortiileri Icerik Referans
Algicell™ Sodyum aljinat, %1,4 giimiis  [80], [85]
AlgiSite M™ Kalsiyum aljinat [86]
Kaltostat™ Sodyum aljinat [87]
Tegagen™ Sodyum aljinat [88], [89]
Fibracol ™ Plus Kalsiyum aljinat ve Kolajen  [90]
Algivon® Kalsiyum aljinat ve Manuka  [91]

bali

2.7.2. Kondroitin Sulfat

Ekstraseliiler matrix (ECM)’nin bilesenleri arasinda bulunan glikozaminoglikanlar
(GAGQG) hiicre biiyiimesi, farklilasmasi, morfogenez, hiicre gogii ve enfeksiyonlarda 6nemli
roller oynayan karmasik polisakkaritlerdir [92], [93]. Kondroitin siilfat (CS) (Sekil 2.6)
stlfatlanmis bir GAG’dir. Baglarda, tendonlarda, aortta ve omurun kikirdaginda bol
miktarda bulunur [94].
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Sekil 2.6. CS’nin Yapist [95].

CS doku rejenerasyonu potansiyeli olan bir biyopolimerdir [96]. Fibroblastlarin
ekspresyonu, CS tarafindan artirilarak yara iyilesmesi siirecini ve diyabetik yaralarda yara
dokularmin rejenerasyonunu uyarir[19], [97]. Sitokinler, biiyiime faktorleri, kemokinler gibi
yapilarla etkilesim kurarak yara kapanma etkinligini ayarlar [98]-[100]. Hatta bilinyesinde
CS bulunduran gida takviyelerinin diyabetik yaralarda yara iyilesme siirecine katkida
bulundugu incelenmistir [101], [102]. Kondroitin Siilfat (CS), anti-enflamatuar, antioksidan,
anti-timor, antikoagiilan ve antitrombojenik aktivitelere sahiptir. CS'nin fizyolojik
uyaricilar, hiyaliironidaz (HAaz) enzimi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) mevcudiyetinde
bolgeye Ozel ilag salimina yardimci olarak bozundugu bilinmektedir. CS'nin Bacteroides
thetaiotaomicron ve Bacteroides ovatus gibi kolonik enzimler tarafindan bozunmasi, onu
kolonik ilag iletimi igin ideal bir tasiyict yapar. CS'nin biyo-aktivitelerinin yani sira,
fizyolojik durumdaki bozulmasi da son zamanlardaki arastirmalarin bir pargasi olmustur;
burada, bozunma oranindaki bolgeye 6zgii modiilasyon, arastirmacilara CS'yi uyaranlara
duyarli nanomateryaller gelistirmek i¢in kullanma konusunda ilham vermistir. Ancak CS
oldukga hidrofiliktir ve istenen mekanik stabiliteden yoksundur, bu nedenle ilag salimi ve
doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in kullanilmadan 6nce genellikle diger polimerlerle
capraz baglanir. Biyouyumluluk, biyobozunurluk, immiinojenik olmama ve son derece
diisiik toksisite gibi olaganiistii Ozelliklere sahip olmasindan dolayr CS ve tiirevleri
biyomedikal uygulamalar igin ilgi ¢ekicidir [94].

2.7.3. ipek Proteinleri

Ipek, ipekbdcekleri, sinekler, driimcekler, akarlar ve akrepler gibi gesitli bocekler
tarafindan iiretilen bir protein biyopolimeridir. ipekbécekleri, metamorfizma donemlerinde
onlari koruyan ipek liflerini drerek ipek kozalar gelistirir. Oriimcekler ag yapmak, avlarini
yakalamak ve hareketleri i¢in ipek lifleri tretirler. Tim ipek lif gesitleri, amino asit

dizilerindeki 6nemli degisiklikler nedeniyle tiirden tiire farklilik gosterir. Ayrica ipekler
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bilesimdeki gesitlilik nedeniyle mekanik 6zellikler, biyoaktivite ve bozunma davranisi gibi
ozellikleri bakimindan da degisiklik gosterir [103].

Ipekbdcegi ipeginin dogal formu, ipek proteini fibroin (SF) ve serisin proteininden
olusur ve her iki protein tiirli de yara pansuman uygulamalarinda kullanilir. Bununla birlikte,
SF, ipek biyomalzeme kullaniminin baskin tiiriidiir. Ipek fibroin, ipekbdceklerinin
kozalarindan elde edilen lif kismidir. Bombyx mori kozasindan izole edilen SF, fiziksel
Ozellikler, kimyasal bilesim ve biyolojik 6zellikler agisindan karakterize edilmis en ¢ok
calisilan ipek ¢esididir. Yesil teknoloji kullanilarak dogrudan ipek kozalarindan fibroin
bileseninin ¢ikarilmasinin uygulanabilirligi, onu ideal bir biyomalzeme yapmustir [104]. SF
bazli biyomalzemeler miikkemmel biyouyumluluk sergiler. Ayrica, bu proteinin benzersiz
yapisi, yaygin olarak kullanilan diger biyopolimer bazli biyomalzemelerle
karsilastinldiginda dikkate deger mekanik oOzellikler saglar. /n vivo bozunma hizi,
kristallenmeye, iskele formuna, ¢apraz baglayici tiirii gib diger faktorlere bagli olarak
implantasyondan haftalar ila yillar sonrasina kadar kontrol edilebilir. Bu nedenle SF, doku
miithendisliginde kemik, kikirdak, sinir, deri gibi ¢esitli uygulamalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir [105]. SF'nin kimyasal yapisi distilfir baglar1 ile baglanmis hafif
zincirlerden ve agir zincirlerden olusur. Agir zincir, kristal ve amorf bolgelerden olusur.
Kristalin bolgeler, serin ve tirozin amino asitlerle birbirine bagli glisin-alanin tekrarlarindan
olusurken, amorf bolgeler, aspartik asit gibi amino asitlerden olusur. Kristalin bolgeler,
kiiclik hidrofilik baglayict segmentlerle baglanan hidrofobik p-tabaka olusturucu yapilar
(yiiksek mekanik mukavemet ve tokluk saglayan) agisindan zengindir (Sekil 2.7). B. mori
ipek liflerinin ¢cekme dayanimi 740 MPa'dir. SF, formuna bagl olarak ya yiiksek miktarda
B-yaprak ya da a-helis igerir. SF, bir matris gorevi goren a-helisler ve bobinlerle ¢evrili B-

tabakalar1 nedeniyle dayaniklidir [106].
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Sekil 2.7. ipek Fibroin Yapist [106].

SF lifleri, yumusakliklari, parlak goriinimleri, nem emme kapasiteleri ve kolay
boyanabilmeleri nedeniyle uzun yillardir tekstil endiistrisinde kullanilmaktadir. Son yillarda
yeni SF kompozit biyomalzemelerin gelistirilmesi sayesinde yara pansumanlarinda SF
uygulamalart minimum islem gerektiren, nem emme kapasitesine sahip ve yara iyilesme
stirecini destekleyen, kolayca bulunabilen biyomalzemeler oldugu i¢in artmaktadir. Bunun
disinda SF, yiiksek mukavemet, biyouyumluluk, biyobozunurluk, diisiik bakteri yapigmasi
ve iyi kullanim o6zellikleri gibi arzu edilen 6zelliklere sahiptir ve bu nedenle tip alaninda
yaygin olarak kullanilan bir siitiir materyalidir. SF, doku miihendisligi, ila¢ dagitimi, kanser
tedavisi, cilt yara iyilesmesi ve yara pansuman uygulamalari dahil olmak {izere cesitli
biyomedikal uygulamalar i¢in siingerler, hidrojeller, nanolifli matlar, yap1 iskeleleri, mikro-
nanopartikiiller ve kompozit filmler halinde kolayca iiretilebilir (Sekil 2.8). Yara pansuman
uygulamalarinda SF'nin avantajlari, yiiksek mukavemeti, esnekligi, sitotoksik olmamasi,
oksijen gecirgenligi ve migrasyon, proliferasyon ve farklilasmay1 destekleme yetenegidir

[106].
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Sekil 2.8. Ipek kozasindan SF eldesi ve Biyomedikal uygulamalar icin SF’nin kullanimi [106].

SF’nin yara iyilestirme uygulamalari i¢in sagladig1 temel 6zellikler asagidaki gibidir:

e Hemostatik 6zellik: SF 'nin fibrinojen ve kan trombositleri ile etkilesimi ile.

e Hiicre gogii ve hiicre alimi: NF-kB sinyal yolu ile.

e Eksiida emme kapasitesi: SF’nin yliksek su ve nem tutma kapasitesi ile.

e Mekanik dayaniklilik ve elastikiyet: bir biyopolimer olarak SF 'nin yiiksek mekanik
dayanimi nedeniyle pansuman malzemesine biitiinlesik stabilite saglar, yara
yataginin bozulmasini dnler ve yara boyutuna ve sekline uyum saglar.

e Hiicre-malzeme etkilesimi: SF, hiicre baglanmasini, gociinli, cogalmasin1 ve
farklilasmasini destekler

e Yara iyilestirme eylemi: SF 'min hiicre gociindeki icsel biyoaktif ozelliklerinden
dolay1, neovaskiilarizasyona, geligsmis yeniden epitelizasyona ve doku i¢ biiyiimesine
yardimc1 olur.

e C(Cilt dostu (toksik olmayan, alerjik olmayan ve hassaslastirici olmayan): SF’nin
biyouyumluluk 6zelliginden dolay1 [104].

e Uygulama kolaylig1 ve yapisal destek: farkli formattaki tasarimlari (film / nanofiber
/ hidrojel / gozenekli siinger / 3D baskil1 yap1) tiretmesi kolaydir.

e Kolay islevsellestirme: SF tabanli matrislerin bir dizi antibiyotik, biiyiime faktorii ve
diger biyoaktif molekiillerle capraz baglayici icermeyen islevsellestirilmesi.

19



e Uygun maliyetli: ipegin dogal bir ham madde olarak ucuz olmasi.
2.8. Yara Ortiilerinde Tla¢ Tasiyic1 Sistemler ve Ila¢ Salim

Fizyolojik siireclerin zaman Glgeklerindeki farkliliklarindan dolayr (pH degisikligi,
sicaklik degisikligi) etkin ve duyarli bir yara iyilesmesi ve doku rejenerasyonu saglanmasi
icin ila¢ dagitim sistemleri kullanilmaktadir. flag dagitim sistemlerinin, yara icerisindeki
eksik vaskiilerizasyon, sistemik olarak alinan ilaglarin istenilen bolgeye ulasmasindaki
zorluklar, ilaclarin yan etkileri, diisiik yarilanma Omrii, oral veya intravendz olarak
uygulanan bilesiklerin biyoyararlaniminin az olmasi gibi olumsuzluklar yiiziinden ilacin
kontrollii salim ile verilmesi yara Ortlileri ve transdermal malzemelerin etkinliginin
artirtlmasinda kullanilan yaklasimdir [56]. Bu nedenle terapétik ajanlarin lokal olarak
verilmesi toksisite ve optimumun altinda uygulama gibi istenmeyen etkileri azaltir. Eczacilik
ve mikro/nanoteknoloji alanindaki gelismeler, ilacin yara ortaminda salimmin kontrol
edilebildigi veya ilaci dogrudan iyilesen doku veya hiicrelere iletebilen ilag dagitim
sisteminin dretilmesi saglamistir [107]. Mikro ve nano boyutlu pargaciklar, jeller ve lifler
gibi ilag dagitim sistemlerinin amaci, ilacin biyoyararlanimini artirmak ve siirdiiriilebilir bir
biyodagilimi saglamaktir [108]. ilag dagitim sistemlerinde, kapsiillenmis terapotikler, aktif
ve pasif dagitim olarak genis bir sekilde siniflandirilabilen farkli mekanizmalar yoluyla
salmabilir [109]. Aktif dagitimda, salinim gevresel uyaranlara (pH, sicaklik, enzimler,
kimyasal reaksiyonlar, redoks reaksiyonlari vb.) veya dis uyaranlara (manyetik alan, elektrik
alani, 151k, ultrason vb.) yanit olarak tetiklenir. Buna karsilik, pasif dagitim, c¢evreleyen
ortama ulagmak i¢in ilacin tastyict matris boyunca difiizyonuna dayanir [109]. Metformin,
gentamisin, siprofloksasin, gibi ilaclar kullanilarak yara ortiilerine lokal ilag salimi
yapilabilmektedir. BSA (Sigir Serum Albiimini), polidopamin gibi mikro/nano tasiyicilarda
ilag tastyici sistemler olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

2.8.1. BSA (Sigir Serum Albiimini)

Viicutta depo ve tasiyic1 gorev gormektedir. Gida, farmasotik ve biyomedikal gibi
alanlarda tasiyici olarak kullanilmaktadir. Toksik etkisi yoktur, biyouyumludur ve in vivo
bozunabilmektedir. Amino, tiyol ve karboksilik gruplar gibi farkli reaktif gruplara sahiptir.
Sahip oldugu bu gruplar sayesinde yiizey modifikasyonu kolaylasir [110], [111]. Serum
proteini olan alblimin ile ilag tasiyict sistemlerin olusturulmas1 yaygin olarak
kullanilmaktadir [112], [113]. Yiizey yiiki 6zelliginden dolayi ilaglar fiziksel olarak protein

ylizeyine adsorbe olabilir veya matrise kovalent olarak baglanabilirler. BSA nin kullanildig:
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formiilasyonlar ile istenilen boyutlarda partikiil sistemleri olusturulabilmektedir. BSA
mikro/nano partikiillerinden ilag salimi, proteaz sindirimi ile olusmaktadir [111].

2.8.2. Polidopamin

Nano teknolojideki giiclii ilerleme sayesinde, ¢cok sayida nanopargacik ilaglar1 daha
disiik yan etkilerle ve ¢oklu ilag direncini onlenmeyerek belirli hiicrelere ulastirmak
amaciyla umut verici bir platform olarak ortaya ¢ikmistir. Son yillarda, ¢ok yonlii bir
biyomateryal olan polidopamin'in (PDA) yenilik¢i kesfi, ila¢ tastyicilart olarak
nanopartikiillerin biyomedikal uygulamalarina yeni bir 1g1k tutmustur [114]. PDA'nin ilk
olarak midyelerin yapismasinda ¢ok dnemli bir rol oynadigi tanimlanmis ve ardindan artan
bir ilgi gormiistir. PDA sadece nanomalzemeleri kaplamak i¢in kullanilmamis, ayni
zamanda nanopargaciklarin (NP'ler) sentezlenme yetenegine de sahiptir [115]. Biyotip,
enerji ve ¢evre alanlarinda yaygin olarak kullanilan yeni bir polimer malzeme olan PDA'nin
kesfi, omurgasiz midyelerin kati yiizeylere yapisma yeteneginden ilham almistir. Bir tiir ¢ift
kabuklu yumusakc¢a olan deniz midyeleri, dalgalarin muazzam kesme kuvveti altinda bile
kendilerini kayalara, govdelere ve diger kati nesnelere sikica sabitleyebilmektedir.
Midyelerin, hemen hemen her tiir substrata miikemmel yapisma 6zelligine sahip olmasinin
sebebi salgiladig1 midye yapisma proteinleridir. Tiim bu midye adezyon proteinleri arasinda
matriks arayliziiniin ¢evresinde kilit rol oynayan protein midye mitilus ayak proteini 5 (Mfp-
5), 3,4-dihidroksi-L-fenilalanin (DOPA) ve siiksinik asit agisindan zengindir (Sekil 2.9)
Dopamin, katekolaminler sinifina ait L-DOPA'nin bir tiirevidir ve kimyasal yapisinda ayrica

katekol ve bir amino grubu igerir [116].

Midye Ayak Proteini (Mfps)

Dopamin

—_—

Katekol Amin

Sekil 2.9. Midyeden ilham alan dopamin kimyasi [117].

PDA'min ortaya c¢ikisindan bu yana, basit hazirlama prosediirii, olaganiistii
biyouyumlulugu ve diisiik sitotoksisitesi nedeniyle giderek daha fazla ilgi c¢ekmis ve
biyomalzemeler, enerji ve katalizorler alanlarinda yaygin olarak kullanilmistir. Spesifik

olarak, PDA'daki aktif katekol gruplar1 ve birincil amin gruplari, ona olaganiistii aderans ve
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metal koordinasyonu saglar. Katekol gruplari, kiiclik molekiillerin, biyomolekiillerin ve
polimerlerin PDA yiizeylerine asilanmasini kolaylastiran farkli kimyasal reaksiyonlar
yoluyla amino veya tiyol terminal reaktifleri ile kovalent baglar olusturabilmektedir. Ayrica
katekol, metal selasyon etkileri, hidrojen bagi, elektrostatik etkilesimler vb. yoluyla
biyomalzemeler i¢in bir yap1 tag1 gorevi gorebilir ve verimli modifikasyon bolgeleri saglar.
Bir yandan iistiin bir fototermal doniisiim etkisine sahiptir ve hemen hemen her tiirlii yiizeye
yapisabilmektedir. Ote yandan, cesitli cok islevli malzemeler elde etmek igin malzeme
ylizeylerini islevsellestirmek icin basit ve evrensel bir yontem saglar. Bugiline kadar, metal
iyonlar1 ve antibakteriyel ilaglar, antibakteriyel bir arayliz olusturmak i¢in PDA maddeleri
ile baglanabilir. Sonu¢ olarak, PDA tabanli malzemeler, ¢ok islevli antimikrobiyal
platformlar olusturmak igin istiin bir se¢imdir [118]. Uzun sirkiilasyonlu antibakteriyel
materyaller hazirlamak i¢in antibiyotikler kimyasal modifikasyon veya fiziksel adsorpsiyon
yoluyla PDA'ya yiiklenebilir [114].

2.8.3. Metformin

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinde birinci basamak ajani olarak kullanilan,
antihiperglisemik aktiviteye sahip biguanid antidiyabetik sinifi bir etken maddedir. Tek
basma veya siilfoniliireler, tiyazolidindionlar, inkretin bazli ilaglar, sodyum glukoz ko-
transporter-2 inhibitorleri veya diger hipoglisemik ajanlarla kombinasyon halinde
kullanilabilir [119]. Metformin, ¢ok diisiik laktik asidoz insidansi ile iliskilidir ve LDL
kolesterol ve trigliserit seviyelerini diisiirmeye yardimci olur ve diyabetin kardiyovaskiiler
komplikasyonlarini 6nlemeye yardimci olur. Ayrica metformin metabolize edilmez ve
bobrekler tarafindan degismeden atilir [120]. Uluslararasi kimyasal madde indekslerinde

metformin ile ilgili agiklamalar Sekil 2.10°da verilmistir.
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More...

Molecular Weight 129.16

Sekil 2.10. Uluslararasi kimyasal madde indekslerinde metformin ile ilgili agiklamalar [121]

2.8.4. Gentamisin

Aminoglikozitler ¢ogunlukla anaerobik bakteri, mantar ve viriislere karsi etkisizdir.
Gentamisin, ilk olarak 1963 yilinda kesfedilen ve Micromonospora purpurea veya M.
echinospora'nin fermantasyonu ile {iretilen, (C1, Cla, C2 ve C2a) ve birkag kiigiik
bilesenden olusan genis spektrumlu bir aminoglikozit antibiyotik kompleksidir. Gentamisin
etken maddesi, bakteriyel 30S ribozomal alt birimine geri doniislimsiiz olarak baglanir ve
spesifik olarak, bu antibiyotik 30S alt birimi i¢inde 16S rRNA ve S12 proteini arasina
yerlestirilir. Bu, translasyon bagslatma kompleksi ile etkilesime, mRNA'min yanlig
okunmasina, bdylece protein sentezinin engellenmesine ve bakterisidal etkiye neden olur
[122]. Gentamisin sahip oldugu genis spektrumlu etkinlik, diigiik maliyet ve kolay
ulagilabilirlikten dolayi siklikla kullanilan bir antibiyotiktir. Gentamisin hem gram pozitif
hem de gram negatif organizmalara kars1 etkili olup 6zellikle Pseudomonas aeruginosa'nin
neden oldugu ciddi gram negatif enfeksiyonlarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Gentamisin, beta-laktamlar gibi diger antibakteriyellerle birlikte uygulandiginda sinerjinin
ilave faydasi oldugu belirlenmistir. Bu sinerjik aktivite sadece karmasik enfeksiyonlarin
tedavisinde onemli katkilar saglamakla kalmaz ayn1 zamanda doz optimizasyonuna ve yan
etkilerin azaltilmasina da katkida bulunabilir [123]. Uluslararast1 kimyasal madde

indekslerinde gentamisin ile ilgili aciklamalar Sekil 2.11°de verilmistir.

23



PubChem CID 3467

Structure
2D

Find Similar Structures

Health Environmental
Irritant Hazard Hazard

Laboratory Chemical Safety Summary (LCSS) Datasheet

Molecular Formula C21H43N507

gentamicin
Garamycin
Gentavet
Synonyms Gentamicins
Gentacycol

More...

Molecular Weight 4776

Sekil 2.11. Uluslararasi kimyasal madde indekslerinde gentamisin ile ilgili agiklamalar [124].

2.8.5. Siprofloksasin

Siprofloksasin, daha ¢ok belirli idrar yolu (duyarli organizmalarin neden oldugu hafif ya da
orta siddette) enfeksiyonlarin ve alt solunum yolu enfeksiyonlar ile cilt enfeksiyonlar: gibi
belirli bakteri tiirlerinin neden oldugu degisik enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmakta
olan ikinci nesil bir florokinolon antibiyotiktir. Amerika Birlesik Devletleri, Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmis bir antibakteriyel ajan konumundadir [125],
[126]Uluslararas1 kimyasal madde indekslerinde siprofloksasin ile ilgili agiklamalar Sekil

2.12°de verilmistir.
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Sekil 2.12. Uluslararasi kimyasal madde indekslerinde siprofloksasin ile ilgili agiklamalar [127].

2.9. Nanofiber Yapilar

Nanolifler, ¢ap1 1 um'den kiigiik olan polimerik fiberlerdir. Yiiksek yiizey alani-hacim orant,
yiiksek gozeneklilik, yiiksek mekanik ve esneklik gibi 6zelliklere sahiptir [128]. Yara ortii
malzemelerinde uygulama alani1 bulmaktadir. Nanoliflerin yiiksek yiizey alaninin, énemli bir
parametre olan yara bolgesindeki hiicre-matris etkilesimlerini destekledigi gosterilmistir.
Nanolif iizerinde hiicrelerin baglanmasimin ve cogalmasinin, nanofiberlerin morfolojik
ozelliklerinin derinin hiicre dis1 matrisine (ECM) benzediginden kaynaklandig1 goriilmiistiir
[129]. Yiiksek gozeneklilik sayesinde, hiicrelerin biiylimesi i¢in ortam saglama, gaz
gecirgenligine izin verme, nemli bir ¢cevre olusmasini saglarken fazla siviy1 absorblama gibi
yeteneklere sahiptir [130]. Nanofiber tiretim yontemleri su sekilde siralanabilir; ¢ekme
(drawing) teknigi, kendiliginden diizenleme (self-assembly), kalip sentezi, elektroegirme
yontemi.

2.10. Elektroegirme Yontemi ve Sistemi

Elektrospinning yontemi, mikro veya nanoliflerden dokunmamis bir ag olusturmak
icin kullanilir. Bu yontemde, sivi ¢ozeltiye ve bir toplayiciya yiiksek voltaj uygulanir. Bu
verilen voltaj sayesinde noziilden jet adi verilen yapinin olugmasi saglanir. Polimer

stvisindaki yiizey gerilimi yenmek icin yiiksek voltajin uygulanmasi ¢dzeltinin yiizeyinde
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ylizey yiikii olusur. Elektrik belli bir esik degeri astiginda ylizey yiiklerinin elektrostatik itme
kuvveti yiizey gerilimini yener ve bir polimer sivisi jeti Taylor konisi adi verilen yapinin
ucundan toplayiciy1 hedefleyecek sekilde itilir. Jetin kararsizligi nedeniyle de polimer
stvisinin ¢oziiclisii buharlasarak uzaklasir [131]. Sonug olarak toplayici zemin iizerinde
¢Oziiciisii buharlasmis nanofiber yapilar elde edilir. Elektroegirme sistemi genel olarak {i¢
temel elemandan olusur; yiiksek voltaj kaynagi, nanofiberleri toplayicit zemin ve polimer
firlatilan kilcal boru. Elektroegirme sistemi Sekil 2.5’ te gosterildigi gibi dikey (A) ve yatay
(B) sekilde konumlanabilir [132].

(A) ' (B)

Toplayict
Enjektor

Polimer Sivist

Diize
% | Yiiksek voltaj
T ' ]

Fiberler F T
| Yiiksek voltaj Fiberler
Toplayici . kaynagi

Sekil 2.13. Elektroegirme Sistemi. (A) Dikey konumlanmis, (B) yatay konumlanmis sistem [133].

Enjektor  Polimer Stvist

Elektrospinning, mikro veya nanopolimer fiberler hazirlamak icin basit ve ¢ok yonlii
bir yontemdir. Yiiksek ylizey alani / agirlik orani, yiikksek gézenek hacmi, kii¢iik gdzenek
boyutu gibi 6zellikler sayesinde genis bir uygulama alani bulmaktadir. Doku miihendisligi
iskeleleri, kan damarlari, kemik, kas, sinir, yara Oortiileri, ilag tasiyict sistemlerde
kullanilabilirler [133].

Elektroegirme ile {iretilen nanofiberlerin 6zelliklerini etkileyen paramatreler su
sekildedir;

e (oziicii cinsi: Coziicli olarak secilecek maddeyi secerken siringadan ¢ikacak liflerin,
lifleri toplayacak tinite kismina ulagsmasi arasinda gecen zamanda ¢6ziiciiniin buharlasip yok
olmas1 se¢im yaparken onemlidir. Eger ki ¢Oziicii uzaklastirilmazsa iinite kisminda 1slak
yapilar olusur ve lifler istenilen formda elde edilemez [134].

e (Cozelti Viskozitesi: Konsantrasyon ile viskozite ayarlanabilmektedir. Uygun
konsantrasyonda poilmer sivisi hazirlanarak nanofiber yapilarin olusumu saglanir [134].

e Cozelti Tletkenligi: Siringa ucundan toplayici iiniteye liflerin ¢ekilmesi polimerin ¢ozelti
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formunun iletkenlik &zelliginden etkilenir. Iletkenlik diistiikce elekrik alan azalir ve lif ¢ekimi
zorlagir [134].

e Yiizey Gerilimi: Sivilarin esnekligiyle alakali olan bu terim sivi yiizeyinde
gergeklesir. Siringadan nanofiberin ¢ekimiyle ylizey gerilim kuvveti olusur ve uygulanan
voltaj degerinin bu gerilimi agmasi gerceklesirse eger nanofiberin ¢ekimi gergeklesir. Sonug
olarak polimerik ¢ozeltinin kendine ait yiizey gerilimi arttik¢a uygulanacak voltaj degerini
de artirmaktadir [134].

e Voltaj: Uygulanan voltaj olusacak elektrik alani olusturacagindan dolay1 ylizey
gerilimini asmasi beklenen voltaj degeri nanofiber iiretiminde 6nemlidir [134].

e Akis Hizi: Toplama Unitesinde toplanan nanofiberlerin ne kadar zaman iginde
olustugu akisin hiziyla alakalhidir. Taylor konisi olusumu akisin hizinin belirlenmesinde
onemli bir unsurdur. Akis hiz1 yeterli degilse koni de olusmamaktadir.Tam tersi duruma ise
daha biiyiik konu olusumu olacagindan nanliflerin cap1 artacak veya nanofiber
tiretilemeyecektir [134].

o Toplayic1 Mesafesi: Siringadan ¢ikis ve topyayict iinite arasindaki uzaklik voltaj
degeri ve elektrik alanla alakali oldugundan c¢ekimin giicii etkilenmektedir. Eger yeterli
mesafe ayarlanmazsa polimerik ¢ozeltideki ¢oziicli buharlasamaz ve 1slak yapilar olusur
veya nanolif tiretimi hi¢ gergeklesmez [133].

e Toplayia cinsi: Siringadan cikip toplayici {initeye gelen nanofiberler lniteye
yapistig1 anda yiiklerini bosaltarak sifirlamaktadirlar. Toplayici tinitenin dielektik sabiti ve
geometrisi nanofiberin liniteye tutunup tutunamayacigini etkilemektedir [135].

o Sicakhik: Coziicii sistemli polimerik ¢ozeltinin sicakligi ¢6ziicliniin buharlagmasini
etkilemektedir. Kuru fiber iiretiminde ayarlanacak sicaklik degeri 6nemli hale gelmektedir.
Sabit sicaklik degeri olmasi gerekmektedir. Ortamin sicakligi dogru ayarlanmadig: siirece
ag yapilari istenilen formda olugmaz ve eriyik hale doniisebilir [136].

e Nem: Nemin iiretilecek olan liflerin boyutsal olarak ¢aplarini etkilemekte ve su

buhart dogrudan lifin fiziksel 6zelligini degistirmektedir [137].
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3. MATERYAL METOD

Sunulan tez kapsaminda; yeni nesil/akilli, ¢ok katmanli bir yara Ortii malzemesi
gelistirilmesi planlanmistir. Yara Ortiisii malzemesi ¢ok katmanl olarak tasarlanip her bir
katman farkl1 6zelliklere ve fonksiyonlara sahip olacaktir. Katmanlardan yara kismina temas
edecek kisim (alt katman) ipek proteinlerinden (Ipek fibroin) elektroegirme yontemiyle
nanofiber formunda ve igerisinde antibiyotik ajan (gentamisin, siprofloksasin) yiiklenmis
ilag tastyic1 partikiillerden (polidopamin, BSA) olusturulacaktir. Ikinci katman (orta boliim)
kriyojel formunda aljinat ve kondroitin siilfat polimerleri ile olusturulup igerisinde
antienflamatuar bir etken madde (metformin) yer alacaktir. Son katman (son katman) ise
etken madde olmaksizin yara kismina bakan ilk katmanin 6zellikleriyle ayn1 olacak sekilde
gelistirilecektir.

Cok katmanli akill1 yara Ortiisii malzemesi olusturulurken ii¢ yontem takip edilecektir;
birinci asama, iist katman ve alt katmanin olusturulmasi i¢in elektroegirme sisteminin
kullanilmasi ve nanofiberlerin elde edilmesi, ikinci asama ise orta katmanin kriyojel matrix
formunun olusturulmasi ve iglincii asama, alt katman ve orta katmana etken madde

yiiklenerek, olusturulan katmanlarin birlestirilmesidir (Sekil 3.1).

3ikatman Elektroegirme Yontemi
. lpek ‘
Proteinleri :>
(Fibroin)

2. Katman
. Liyofilizasyon
. Kondroitin Stilfat
Aljinat =
> 't wml’m»‘l) C“ﬂ‘ 0 1 t 7"“
S WL [ A'ntlenflamatuar|:> 1
o o 3 | o ) e, | Ajan =

A ozl,i = 1 n/

1. Katman

« ipek ‘

Proteinleri Polidopamin/BSA o
(Fibroin) + Mikro/nano 4+ :Pt'b'wt'k =)
Partikiil wan

Sekil 3.1. Sunulan tez 6zeti
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3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Ipek kozalar1 KOZA firmasindan alinmistir. Sodyum aljinat (A2033, orta viskozite),
Sodyum hidroksit (NaOH), Sodyum karbonat (Na.COs), Etanol (C.HsOH), PBS Sigma-
Aldrich firmasindan, Albumin (BSA) Amresco firmasindan, Kalsiyum kloriir (CaCl2)
MERCK firmasindan, Trifloro asetikasit (TFA) Turalab firmasindan, Gentamisin igin
GENTA® 160 mg/2 ml enjeksiyonluk ¢dzelti, Metformin i¢in GLIFOR® 1000 mg film
tablet, Siprofloksasin icin CIPRO® 500 mg film tablet, Kondroitin siilfat i¢in ise Orzax
Cosakondrin Msm 60 tablet, Dopamin i¢in Dopasel® 200 Mg/5ml ampul ticari olarak temin
edilmistir.

Weightlab Instruments markali WL 303L model tart1 kullanilmis, deiyonize su ihtiyaci
MERCK marka Direct-Q modelinden karsilanmistir. Milwaukee marka Mi 180 Bench meter
modele pH cihazi, Snijder marka 34532 model manyetik karistiric, Inovialab marka BRC-
5180T model santrifiij cihazi, Teknosem marka Toros 4/4 DS model liyofilizator, Weightlab
Instruments marka WF-UD6 model ultrasonik banyo (sonikatér) NUVE marka Fn 400
model Kuru Hava Sterilizatorii, NUVE marka NC 90M model buharli sterilizatér, JMS
marka SP-100s 100s model sirga pompasi, Bogazici Universitesi Kandilli Kampiisiinde
bulunan Thermoscientific markali Quattro S ColorSEM modelli taramali elektron
mikroskobu (SEM) cihazi kullamlmistir, Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi
laboratuvarinda bulunan DLS (Dinamik Isik Sagilimi) tabanli 6l¢iim yapan Malvern Marka
cihaz kullanilmistir, Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi laboratuvarinda bulunan
Termo SCIENTIFIC marka Nanodrop 1000 model UV-VIS spektrofotometre kullanilmistr,
Elektroegirme Sistemi Baskent Univeristesi Biyomedikal Miihendisligi tarafindan
iiretilmistir. Biyolojik uyumluluk (Sitotoksisite) Testi Kirikkale Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi Midiirliigii (KUBTUAM)
blinyesinde gerceklestirilmistir.

3.2. Ipek Proteinleri Kullamlarak Nanofiber Formdaki Ust Katmanin Olusturulmas:
Ipek proteinlerini nanofiber elde etmek i¢in kullanmadan &nce serisinden uzaklastirmak

gereklidir bu nedenle 6ncelikle ipek saflastirma adim1 uygulanmstir.
3.2.1. ipek Proteini Saflastirma

Ipek Bocegi (Bombyx mori) sadece koza kisimlar1 alinarak temizlenmistir. Islem
kolaylig1 icin kiiciik parcalar haline getirilip kesilmistir. Ufaltilan koza pargalari, 3 kez
otoklavda 121°C de 20 dakikada 0.02 M Na.COs ¢ozeltisi ile berrak bir siv1 elde edilinceye

kadar yikanmistir. Boylece ipek serisin, ipek fibroinden uzaklastirilmigtir. Distile su ile
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yikamalar yaparak serisin proteini kalintilar1 uzaklastirllmistir. Daha sonra ipek fibroin
70°C’de 24 saat etiivde kurutulmustur [138]. Elde edilen ipek fibroin nanofiber yapiminda

kullanilmak {izere saklanmistir. Ipek saflastirma asamalar1 Sekil 3.2°de gdsterilmistir.

Ipek kozalan kiigiik kiigtik Otoklavda 121°C de 20
kesilir. dakika boyunca bekletilir.
4 — 1
= I —r “ J
— g = - Ipek fibroin ve
0.02 M Na:COs 18k saasin
N birbirinden ayrilir.
¢ozeltisine
konulur. ==

Serisin
-« <«
7 ‘ Ipek fibroin
o —— I topagi su
ile yikanir.
Kurutulmug ipek fibroin eldesi. Kurutmak igin etiivde 70°C’de 24

saat bekletilir.

Sekil 3.2. Ipek Saflastirma Adimlari.

Sekil 3.3.te (A) temin edilen ipek kozalar1 goriilmektedir, (B) kozalar parcalar halinde
kesilmistir, (C) saflagtirma sonrasi elde edilen ipek fibroin topagi verilmistir, (D) fibroinden

serisin eldesi uzaklastirilmistir.
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(A) (B)

(Q) (D)

Sekil 3.3.Ipek Saflastirma Adimlari. (A) Ipek kozalari ticari olarak temin edilmistir. (B) Kozalarmn igi
temizlenmis ve islem kolaylig1 i¢in kiiglik parcalar haline getirilmistir. (C) Elde edilen ipek fibroin
topag1. (D) Ipek fibroinden uzaklastirilan ipek serisin.

3.2.2. ipek Fibroin Cézeltisi Hazirlama

Serisinden ayirilip elde edilen ipek fibroin ile nanofiber elde etmek i¢in ipek fibroin
ve ¢oziicii olarak Trifloraasetik asit (TFA) kullanilmistir. Oncelikle fibroin %15 (w/v)
Trifloraasetik asit (TFA) icerisinde ¢oziilmiistiir. Homojenitenin saglanmasi i¢in manyetik
karistirici altinda oda sicakliginda 1 saat karistirilarak elektroegirmede kullanmak iizere ipek

fibroin ¢6zeltisi hazirlanmustir [138].
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3.2.3. Elektroegirme Sistemi Kullanilarak Nanofiber Formlarin Olusturulmasi

Nanofiber formdaki yapilarin olusturulmasi i¢in elektroegirme sistemi kullanilmistir.
Sistem Baskent Universitesi Biyomedikal Miihendisligi boliimii tarafindan olusturulmustur.
Elektroegirme sistemi, koruma amach dis kapakli kapali yapidan, gii¢ kaynagindan, stabil
akis icin pomba, enjektor yuvasi, mesafe ayari i¢in ayaklik, nanofiberlerin toplanmasini
saglamak i¢in toplayici levhalar (kolektdr) yapilarindan olusmaktadir.

Nanofiberleri olustururken optimize edilen parametreler su sekildedir (Tablo 3.1);

Tablo 3.1. Elektroegirme Sistem Parametreleri.

Siire 2 saat
Kolektor ve enjektor ucu mesafesi 13 cm
Potansiyel 15 kV
Akis hiza 0.5 ml/saat
Kolektor Tipi Aliiminyum
Konsantrasyon %15 (w/v)

Elektroegirme sistemi kullanilarak nanofiber yapilarin eldesi icin kolektor olarak
aliminyum folyo kullanmistir. Aliiminyum folyo toplayici levhayi saracak sekilde
kaplanmistir. Polimerin akisinda herhangi bir etkinin olmamasi i¢in enjektor ucu kiit olacak
sekilde kesilmistir. 0.82 mm, 2,7 cm (22 Gauge) enjektor kullanilmistir. TFA ile hazirlanmig
%15 (w/v) oraninda ipek fibroin ¢oOzeltisi enjektore dikkatli bir sekilde aktarilmistir.
Ardindan stabil bir akis i¢in 0.5 ml/saat ayarlanmis pompaya enjektor baglanmistir. Enjektor
ucu ve kolektdr ucu arasindaki mesafe 13 cm olacak sekilde ayarlanmistir. Gii¢ kaynag:
problari, kolektdr ve enjektdr ucuna takilarak 15 kV potansiyel uygulanmistir. Kollektor
yonii yatay yon olarak secilmistir. Asagir yonlii denenen nanofiber yapilarda yer ¢ekimi
etkisinden dolay1 damla formu yapilarin olustugu goézlemlenmistir. Bu da olusturulmak
istenen nanofiber yapilarin formunu bozmaktadir. Bu nedenle yatay yondeki toplayici levha
kullanilmustir. Isleme toplayici levhada nanofiberlerin birikene ve styirilip alinacak forma
gelene kadar devam edilmistir (Sekil 3.4).

Yaklagik 2 saat sonra istenilen forma ulasan nanofiber yapilar, sistem durdurularak
aliminyum folyo iizerinden kaldirilarak alinmigtir. Bir parca halinde kaldirilan nanofiber
yapilar daha kiiciik parcalar haline getirmek i¢in kesilmistir. Ipek fibroin nanofiberlerin suda

¢ozinlrligini engellemek i¢in %100 etanolde 15 dakika bekletilmistir [139]. Oda
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sicakliginda kurumaya birakilmistir. Sonug olarak hidrofobik ipek fibroin nanofiberler elde

edilmistir.
Manyetik karistirici altinda
karisan ipek fibroin ¢ozeltisi :
Ipek fibroin %15 (w/v) enjektore alinir. Aliiminyum folyoya
oraninda TFA i¢inde ¢oziiliir. nanofiberler toplanr.
Mesafe:13
cm
- A I
15kV
potansiyel,
0.5 ml/h
akis,
1
Taylor konisinin olugumu. Nanofiber yapilarin eldesi.

Sekil 3.4. Elektroegrime ile nanofiber iiretim adimlart.

3.3. Kriyojel Matrix Formda Olusturulan Orta Katmanin Hazirlanmasi
3.3.1. Aljinat Kopiiklerin Olusturulmasi ve Capraz Baglanmasi

Orta katmanin olusturulmas: i¢in kullanilacak kopiikler, aljinat biyopolimerinin
kalsiyum kloriir (CaCly) ile ¢capraz baglanmasiyla olusturulmustur. Sodyum aljinat (SA) %3
(w/v) oraninda deiyonize suda (DIW) ¢oziilmiis ve 37°C’de 3 saat boyunca hafif karistirma
altinda manyetik karistiricida homojen bir ¢ozelti elde edilene kadar karigtirtlmistir. Elde
edilen homojen ¢ozeltideki hava kabarciklarini yok etmek igin, 25°C’de 30 dakika boyunca
ultrasonik banyoda bekletilmistir. Hava kabarciklar1 giderilen sodyum aljinat ¢ozeltisi -
20°C’de gece boyu dondurulmak iizere petri kaplarma dokiilmiistiir. Ardindan donmus
ornekler dondurularak kurutma islemi igin liyofilizator cihazina konulmustur. Liyofilize
islemi 24 saat boyunca -80°C’de devam ettirilmistir. 24 saatin sonunda kurumus ornekler
liyofilizatérden alinmis ve ¢apraz baglama islemine gegilmistir [140].

Koptik forma gelmis Orneklerin ¢apraz baglanmasi i¢in CaClz kullanilmstir.

Kurutulan 6rnekler, 0.1 M CaCl; igerisine daldirilarak 6 saat boyunca ¢apraz baglanmasi
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saglanmistir. Capraz baglanmis Ornekler CaCly ¢ozeltisinden ¢ikarilmis ve DIW ile
yikanmigtir [140]. Ardindan petri kaplarina alinan 6rnekler tekrar yukarida belirtildigi gibi -
20°C’de gece boyu dondurulmak iizere birakilmistir. Donmus 6rnekler 24 saat boyunca -
80°C’de liyofilize edilmistir. Sonu¢ olarak dondurularak kurutulan kopiikler kullanima
kadar oda sicakliginda saklanmaistir.

3.3.2. Kondroitin Siilfat ve Metforminin Matrikse Dahil Edilmesi

Sodyum Aljinat (SA) %3 (w/v) oraninda deiyonize suda (DIW) ¢oziilmiis ve 37°C’de
3 saat boyunca hafif karistirma altinda manyetik karistiricitda homojen bir ¢ozelti elde
edilene kadar karistirilmistir. Elde edilen homojen ¢ozeltideki hava kabarciklarini yok etmek
i¢in, 25°C’de 30 dakika boyunca ultrasonik banyoda bekletilmistir. Kondroitin siilfat (CS)
(2.4 mg/ml) w/v oraninda 25°C’de deiyonize suda (DIW) ¢6ziildii. Manyetik karistiricida
homojen yap1 elde edilene kadar karigtirilmistir. Hava kabarciklarini yok etmek igin ultrason
banyosunda bekletilmistir. Ardindan Metformin (Met) (7.8 mg/ml) w/v oraninda deiyonize
suda (DIW) ¢oziilmiis ve manyetik karistiricida karistirilmistir, hava kabarciklarini yok
etmek icin ultrason banyosunda bekletilmistir. Oncelikle SA:CS 1:1(v/v) [141] ve SA:Met
(1:0,125,1:0,25,1:0,5) v/v oraninda ayarlanarak, sirasiyla 6nce CS ve Met karistirilmis
ardindan belirtilen oranlarda SA ile karistirllmigtir. Elde edilen karisim homojen yapi elde
edilene kadar karistirildiktan sonra, -20°C’de gece boyu dondurulmak iizere petri kaplarina
dokiilmiistiir. Ardindan donmus 6rnekler dondurularak kurutma islemi i¢in liyofilizator
cihazina konulmustur. Liyofilize islemi 24 saat boyunca -80°C’de devam ettirilmistir. 24
saatin sonunda kurumus Ornekler liyofilizatorden alinmis ve g¢apraz baglama islemine
gecilmistir.

Bos aljinat kopliglin ¢apraz baglanmasinda kullanilan prosediir SA/CS/Met
koptiklerinde de uygulanmis ve ilag saliminda kullanilmak {izere oda sicakliginda
bekletilmistir.

3.4. Antibiyotik Yiiklii Alt Katmanin Olusturulmasi

3.4.1. Polidopamin Mikro/nano Tasiyici Sistemin Olusturulmasi

Yaraya temas edecek olan alt katmanda Oncelikle antibiyotigin yiiklenebilmesi i¢in
ilag tasiyici partikiil sistemi olusturulmustur. Bu partikiil sistemi su, amonyak ve etanol
cozeltisi icinde 24 saat boyunca dopaminin oksidatif kendi kendine polimerizasyonu yoluyla
sentezlenmistir. Oncelikle 10 ml etanol, 0.5 ml sulu amonyak ¢ézeltisi ve 22.5 ml DIW’ dan
olusan ¢ozelti karigimi 30 dakika boyunca manyetik karistiricida karistirilmistir. Daha sonra
0,125 g dopamin 2,5 ml DIW igerisinde ¢6ziilmiistiir. Ardindan dopamin ¢ozeltisi yukarida
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hazirlanan ethanol, su, sulu amonyak karistimina enjekte edilmistir. Reaksiyonun oda
sicakliginda 24 saat boyunca karistirilarak devam etmesi saglanmistir. Cozeltinin renginin
ilk dnce renksiz halden soluk sartya ondan da kahverengimsi siyaha doniistimil izlenmistir
(Sekil 2.10). 24 saat reaksiyonun ardindan, 15000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiijleme
ve ardindan ii¢ kez DIW ile yikama yapilmistir [142] (Sekil 3.5). Partikiil sistemler

kullanima kadar siispanse edilmistir.

10m | etanol, 0.5 ml sulu amonyak Dopamin eklenmis karigimin renginin renksizden
cozeltisi ve 22.5 ml DIW Cozelti ) soluk sariya ondan da siyahimsi kahverengine
karisimi30 dakika boyunca karistirilir. | donisiim izlendi.
- — 4 — =
: | i = \
0,125 g dopamin 2,5 ml DIW Reaksiyon
icinde coziilerek karisima 24 saat
enjekte edildi. boyunca
devam
s ettirildi.

®

”T
)

15000 rpm’ de 20 dakika
boyunca (g kez yikama yapildi.

Sekil 3.5. Polidopamin Mikro/nanopartikiil hazirlama asamalari.

3.4.2. Gentamisinin Polidopamin Mikro/nano Tasiyiciya Yiiklenmesi

Ilag tasiyici sistem icin polidopamin partikiil sistemi olusturulmustur. Model
antibiyotik olarak Gentamisin secilmistir. Gentamisin yiiklii partikiil ~sisteminin
olusturulmasi i¢in, 3.4.1 boliimiinde anlatilan ilag tasiyici sistemin elde edilmesine benzer
prosediir kullanilmistir. Kullanilan dopamin ve gentamisinin agirlik oranlari, (mg) 1:1
(125mg:125mg) olacak sekilde ayarlanmistir. Onun disinda prosediir aynen uygulanmistir
(Sekil 3.6). 15000 rpm” de 20 dakika boyunca santrifiijleme ardindan ii¢ kez DIW ile yikama
yapilmustir [142].
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10m | etanol, 0.5 ml sulu amonyak Dopamin ve gentamisin eklenmis karigimin
cozeltisi ve 22.5 ml DIW ¢ozelti 4 renginin renksizden soluk sariya ondan da
karigimi 30 dakika boyunca karistirilir. siyahimsi kahverengine donistimu izlendi.

<

A \

Dopamin: Gentamisin miktari 1:1 Reaksiyon
(125mg:125mg) olacak sekilde 94 saat
ayarlanarak ¢ozeltiye enjekte edilir. boyunca
devam
. ettirildi.
R —

15000 rpm’ de 20 dakika
boyunca li¢ kez yikama yapild.

Sekil 3.6. Polidopamin Mikro/nano partikiile gentamisin eklenmesi agamalart.

3.4.3. Siprofloksasinin Polidopamin Mikro/nano Tastyiciya Yiiklenmesi

Polidopamin mikro/nano tasiyici sistemine gentamisin yliklendikten sonra ikinci
olarak secilmis model antibiyotik Siprofloksasin’dir. Siprofloksasinin tasiyici sisteme
yuklenmesi i¢in; 3.4.1 boliimiinde anlatilan ilag tasiyici sistemin elde edilmesine benzer
prosediir kullanilmistir. Kullanilan dopamin ve siproflaksasin agirlik oranlari, (mg) 1:1
(125mg:125mg) olacak sekilde ayarlanmistir. Onun disinda prosediir aynen uygulanmistir.
15000 rpm’ de 20 dakika boyunca santrifiijleme ardindan {i¢ kez DIW ile yikama yapilmistir
[142].

3.4.4. BSA Mikro/Nano Partikiil Sisteminin Olusturulmasi

Ilag tastyic sistem olarak BSA segilmistir. Oncelikle bos, etken madde olmayan BSA
Mikro/nano partikiil sistemi olusturulmustur. %2(w/v) oraninda 10 ml DIW igerisinde
manyetik karistirici altinda homojen yap1 elde edilene kadar karistirilmigtir. Daha sonra
tizerine BSA’y1 ¢oktiirmek amaciyla 30 ml  %99,8 saflikta etanol damla damla karistirma
esnasinda eklenerek 800 rpm’de karigtirllmistir. Karistirma islemi bittikten sonra partikiilleri
soliisyondan ayirmak amaciyla 12.000 rpm de 10 dk boyunca 3 kez yikama yapilmistir ve

stipernatant uzaklastirilmistir [143].
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3.4.5. BSA Mikro/Nano Partikiil Sisteminde Siprofloksasininin Formiilasyona
Dahil Edilmesi

Model antibiyotik olarak secilmis Siprofloksasinin ilag tastyici sisteme yiiklenebilmesi
icin formiilasyona dahil edilmesi prosediirii uygulanmistir. Oncelikle %2 (w/v) oraninda
BSA DIW igerisine eklenmis, 0.125 gr Siprofloksasin ve 30 ml etanol de karisima eklenmis,
manyetik karistirici altinda 25 dakika boyunca 700 rpm ile karigtirtlmigtir. Karigimin iizerine
%10 (v/v) oraninda 5 ml gluteraldehit eklenmistir. Karistiricidan alinarak 4 saat boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir. Ornekler ii¢ ayr1 santrifiij tiipiine alinmis ve her tiipte 10 ml
olacak sekilde ayarlanmistir. 12000 rpm kullanilarak 10 dakika boyunca santrifiijlenmis ve
slipernatant atilmistir [143].

3.4.6. BSA Mikro/Nano Partikiil Sistemine Siprofloksasinin Emdirilmesi

BSA mikro/nano partikiil sistemine Siprofloksasin model antibiyotiginin emdirilerek
yiiklenmesi prosediirii uygulanmigtir. Oncelikle %2 (w/v) oraminda BSA, DIW igerisinde
¢cOziinmiistiir. Cozelti homojen olana kadar manyetik karistirici altinda karistirilmistir.
Karigimin {izerine 30 ml saf etnol eklenmis ve 25 dakika boyunca 700 rpm kullanilarak
karistirilmaya devam edilmistir. Uzerine %10 (v/v) 5 ml gluteraldehit eklenmistir.
Gluteraldehit eklenmis ¢ozelti manyetik karistiricidan alinarak oda  sicakliginda
bekletilmistir. 12000rpm kullanilarak 10 dakika boyunca santrifiijlenmis, 2 defa yikama
yapilmistir. Uzerine 0.125 gr Siprofloksasin eklenmistir. 30 ml pH:7.4 degerinde PBS
eklenmis ve 4 saat boyunca oda sicakliginda bekletilmistir. Ornekler ii¢ ayr1 santrifiij tiipiine
alinmis ve her tiipte 10 ml olacak sekilde ayarlanmistir. 12000 rpm kullanilarak 10 dakika
boyunca santrifiijlenmis ve siipernatant atilmistir [143].

3.4.7. Nanofiber Yapilara ilac Yiiklii Partikiil Sisteminin Yiiklenmesi

Alt katman i¢in olusturulmus nanofiber yapilara ila¢ yiikli partikiil sistemlerinin
eklenmesinde dort farkli formiilasyon kullanilmistir. Olas1 enfeksiyon baslangicinda (Evre
1) sagliklt dokunun pH’indan asidikten bazige dogru kaymaya basladig1 zaman, asidik pH
degerlerinde salim yapan Gentamisin ve Siprofloksasin yiikli PDA MNPs sistemlerinin
nanofiber yapilara eklenmesi ilk asamadir. Ikinci asama ise enfeksiyonun artisina bagl
olarak artan pH degerlerinde (Evre 2) salim yapmas1 beklenen formiilasyona dahil edilen ve
emdirilmis formdaki Siprofloksasin yiiklii BSA MNPs sistemlerinin nanofiber yapilara
eklenmesidir [144].

Nanofiber yapilar elde edilirken yukarida belirtilen dort farkli prosediir, elektroegirme

i¢in hazirlanan ¢ozelti olusturulurken formiilasyona dahil edilmistir. Ik olarak Gentamisin
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yikli PDA MNPS, Siprofloksasin yiikli PDA MNPS, formiilasyona dahil edilen ve
emdirilmis formdaki Siprofloksasin yiiklii BSA MNPs’den 30 mg alinarak 8 ml TFA igeren
tiipe aktarilmigtir. Sonikasyon ile MNPs sistemler dagitilmistir. Daha sonra silispansiyona
Ipek Fibroin (%15 w/v, 1.2 gr) ilave edilmis ve homojen ¢ozelti elde edilene kadar
kanstinnlmistir.  Elektroegirme icin hazirlanan ¢ozelti kullanilarak belirlenen sistem
parametreleri ile nanofiber yapilarin eldesi saglanmistir. Elde edilen fiberler capraz
baglanma i¢in %100 etanol i¢inde 15 dakika daldirilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur.
3.5. Cok Katmanh Akilh Yara Ortiisii Formunun Olusturulmasi

Cok katmanli ve her bir katmanin farkli fonksiyona sahip oldugu yara Ortiisii
malzemesinin olusturulmasi i¢in dncelikle alt katmandan baslayarak orta katman ardindan
da st katmanin yerlestirilmesiyle sandvi¢ yapiya benzer formun olusturulmasi
planlanmistir.

Petri kabina alt katman olan PDA/BSA i¢inde Gentamisin/Siprofloksasin yiiklii capraz
bagli nanofiber yapilar yerlestirilmistir. Kullanima hazir olarak bekleyen oda sicakliginda
kurutulmus fiberler burada kullanilmistir. Alt katmanin yerlestirilmesinden sonra orta
katman olan aljinat ve kondroitin siilfat katkili metformin yiiklii hidrojel yapinin 1slak
bicimde, Onceden yerlestirilmis nanofiber katmaninin iizerine dokiilmesi saglanmistir.
Homojen bir sekilde yayilmasi ve nanofiber yapinin iizerini kaplamasi saglandiktan sonra
liciincii ve son katman olan {ist katmana gegilmistir. Ust katmanin igerigi alt katmanin etken
madde ve ilag tasiyici partikiil sisteminin olmadigi saf ipek fibroinden olusan nanofiber
yapilardir. Saf fibroin nanofiberler onceden hazirlanmis capraz baglanmis ve oda
sicakliginda kurutulustur. Onceden hazirlanmis bu yapida homojen dagitilmis orta katmanin
tizerini kaplayacak sekilde serilmistir. Nanofiber yapinin orta katmanin igine ¢dkme
yapmamasina dikkat edilmis ve dikkatli sekilde yerlestirilmistir. Katmanlarin birbiriyle
birlestirilmesinden sonra -20°C’de gece boyu dondurulmak {izere bekletilmis ve ardindan
donmus Ornekler -80°C’de 24 saat boyunca liyofilize edilmistir [145]. Dondurularak
kurutulan ornekler ardindan 0.1 M CaCl; igerisine daldirilarak 6 saat boyuna g¢apraz
baglanmasi saglanmistir. Capraz baglanmis ornekler tekrar -20°C’de gece boyu
dondurulmak iizere bekletilmis ve sonrasinda donmus 6rnekler -80°C’de 24 saat boyunca
liyofilize edilmistir.

Sonug olarak sandvi¢ yapisinda ¢ok katmanli, pH ve sicaklik gibi uyaranlara duyarli,

akilli, yeni nesil/modern bir yara Ortiisii malzemesi elde edilmistir.
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3.6. Karakterizasyonlar
3.6.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Saf ipek fibroin nanofiber formdaki yapilar ile saf aljinat kopiiklerin morfolojik
Ozellikleri ThermoScientific markali Quattro S modelli Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) kullanilarak gergeklestirilmistir. Ayrica SEM ile elementel bilesim analizi yapabilen
Elektron Dagilim Spektroskopisi (EDX) Sekil 3.7 ‘de gosterilmistir.

Sekil 3.7. SEM-EDX cihazi

3.6.2. Su Alma Kapasitesi

Aljinat iceren kopliklerin g¢apraz baglamaya bagli olarak su alim kapasiteleri
incelenmistir. Dondurularak kurutulmus aljinat kopiikler, ¢apraz baglanmak tizere 0.1 M
CaCly ¢ozeltisine daldirilarak ¢apraz baglanmistir. Su alim kapasiteleri belirlenirken
gravimetrik yontem kullanilmigtir. Capraz baglanma siiresi degistirilerek, aljinat kopiiklerin
su alim kapasitesi degerlendirilmistir. Sirastyla 2saat, 4 saat ve 6 saat olmak tii¢ farkli zaman
belirlenmis ve kopiikler belirtilen zamanlar boyunca 0.1 M CaCl; ¢ozeltisine daldirilmistir.
Verilen siirelerin sonunda kopiikler alinarak -20°C’de gece boyu dondurulmus ve ardindan
24 saat boyunca liyofilize edilmistir. Sonug olarak 3 farkli zaman boyunca ¢apraz baglanmis
aljinat kopiikler elde edilmistir. Su alim kapasitesini degerlendirmek i¢in, oncelikle kuru
olan baslangi¢ an1 (0.dakika) agirliklar1 6l¢iilmiistiir. Kuru agirliklart tartilan farkl siirelerde
capraz baglanmis 6rnekler 37°C’ de pH:7.4 PBS ¢ozeltisinde 10, 20, 30, 40, 50, 60.dakika

boyunca bekletilmistir. Belirlenen siire sonunda PBS ¢ozeltilerindeki drnekler ¢ikarilmis ve
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1slak tarttma alinmistir. Tartima alinmadan 6rnekler {izerindeki fazla sivinin alinmasi igin
filtre kagidi kullanilmigtir. 3.1°de verilen esitlik kullanilarak farkli capraz baglama siirelerine

bagli olarak degisen su alim kapasitelerinin belirlenmesi saglanmistir.

Su alim Kapasitesi (%) = [(Wt—Wo) / Wo] x 100 (3.1)

Esitlikte Wo orneklerin baslangi¢ ani, kuru agirhigidir. Wt ise belirlenen siirelerin

sonundaki 1slak agirliklardir.

3.6.3. Tlac Salim1 Deneyleri

3.6.3.1. Aljinat ve Kondroitin Siilfat Katkili Orta Katmandan

Metformin Salimi

Aljinat ve kondroitin stilfat katkili orta katman olarak kullanilacak kopiiklere model
antienflamatuar ajan olarak Metformin (Met) eklenmesi planlanmistir. Oncelikle bu salim
calismalarinin hangi dalga boyunca yapilmasi gerektigi belirlenmek iizere metforminin
kalibrasyon grafigi ¢ikarilmistir (EK 1). Kalibrasyon i¢in seyrelti serileri hazirlanmstir.
1/10, 1/50, 1/100 serilerinden sirasiyla numune alinarak UV-goriiniir bdlge
spektrofotometresi ile dlgiimler almmustir. Olgiimler sonucunda yaklasik olarak 230 nm
dalga boyunda pikler goriilmiistiir. Farkli 6l¢timler alinmis ve en uygun absorbans degerleri
230 nm’de okundugu i¢in salim i¢in bakilacak tiim 6rneklerdeki absorbans degerleri i¢in 230
nm dalga boyu secilmistir.

Kalibrasyon egrisi ¢izilebilmesi i¢in dncelikle 1 mg metformin alinarak 10 ml DIW ile
¢Oziilmesi saglanmistir. Ardindan bu ¢ozeltiden 1 ml alinarak 5 ml’ e tamamlanacak sekilde
DIW eklenmistir. Ayni sekilde bu ¢ozeltiden de 1 ml alinarak toplamda 2 ml olacak sekilde
DIW eklenmistir. Boylece seyrelti serileri hazirlanmistir. Seyrelti serilerinin tek tek
absorbans dl¢tiimleri alinarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Salim profilleri i¢in bu grafikten
yararlanilmastir.

Aljinat ve kondroitin siilfat katkili kopiiklerden metforminin in-vitro salim g¢alismalari
farkli sicakliklarda pH:7.4’te PBS ortaminda incelenmistir. Sicakliklar 4°C, 25°C, 37°C
olarak belirlenmistir. Dairesel kopiiklerden ¢eyrek parcalar olacak sekilde kesilen 6rnekler
Sml pH:7.4 PBS igerisinde farkli sicakliklardaki ortamlara koyulmustur. Salim
ortamlarindan 30, 60, 90, 120. dakikalarda 10 pl numuneler alinarak UV-goriiniir bolge
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spektrofotometresi ile nicel dlglimler alinmistir. Belirlenen siirelerde farkli sicakliklardan
alinarak ol¢iilen 6rneklerin salim absorbanslarina 230 nm degerinde bakilmistir.
3.6.3.2. Polidopamin Partikiilden Gentamisin Salimi

Ilag tastyic1 sistem olarak olusturulmus polidopamin MNPs sistemi icerisine model
antibiyotik olarak Gentamisin eklenmesi planlanmistir. Oncelikle gentamisin salim
Olctimlerinin hangi dalga boyunda yapilmasi gerektigini belirlemek {izere kalibrasyon
grafigi ¢ikarilmistir (EK 2). Kalibrasyon grafigi i¢in seyrelti serileri hazirlanmistir. 1/10,
1/50, 1/100 serilerinden sirastyla numune alinarak UV-goriiniir bolge spektrofotometresi ile
dlciimler alinmistir. Olgiimler sonucunda yaklasik olarak 220 nm dalga boyunda pikler
goriilmiistiir. Farkli 6l¢iimler alinmis ve en uygun absorbans degerleri 220 nm’de okundugu
icin salim i¢in bakilacak tiim 6rneklerdeki absorbans degerleri i¢in 220 nm dalga boyu
secilmistir.

Kalibrasyon egrisi ¢izilebilmesi i¢cin metfromin i¢in uygulanan 6l¢iim serileri aynen
uygulanmustir.

Polidopamin partikiiliine yiiklenmis gentamisinin in-vitro salim ¢aligmalar1 37°C’ de
farkli pH degerlerine sahip tamponlarda incelenmistir. Farkli pH degerlerindeki fosfat
tampon c¢ozeltileri (PBS) olusturmak i¢in 1M NaOH ve 1M HCI kullanilmistir. Sirasiyla
pH:4, pH:7.4, pH:9 seklinde {i¢ farkli tampon cozeltileri hazirlanmistir. Stispanse edilmis
gentamisin yikli partikiiller 10 ml PBS igeren farkli pH degerlerine sahip tampon
cozeltilerine koyulmustur. Salim igin 60, 120, 240, 1440. dakikalarda numuneler alinarak
UV-goriiniir bolge spektrofotometresi ile nicel dlglimler alinmistir. Belirlenen stirelerde
farkli pH degerlerinden alinarak 6lgiilen 6rneklerin salim absorbanslarina 220 nm degerinde
bakilmistir.

3.6.3.3. Polidopamin Partikiilden Siproflaksasin Salimi

llag tastyict sistem olarak olusturulmus PDA MNPS igerisine yiiklenmis
Siprofloksasin salim1 incelenmistir. Oncelikle Siprofloksasinin salim dl¢iimlerinin hangi
dalga boyunda yapilmasi gerektigini belirlemek iizere kalibrasyon grafigi ¢ikarilmistir (EK
3). Kalibrasyon grafigi igin seyrelti serileri hazirlanmistir. 1/10, 1/50, 1/100 serilerinden
sirastyla numune almarak UV-goriinlir bolge spektrofotometresi ile dl¢iimler alinmistir.
Olgiimler sonucunda yaklasik olarak 276 nm dalga boyunda pikler goriilmiistiir. Farkli
Ol¢iimler alinmis ve en uygun absorbans degerleri 220 nm’de okundugu i¢in salim igin

bakilacak tiim 6rneklerdeki absorbans degerleri i¢in 220 nm dalga boyu se¢ilmistir.
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Kalibrasyon egrisi ¢izilebilmesi i¢in metfromin ve gentamisin i¢in uygulanan dlgiim
serileri aynen uygulanmistir.

Polidopamin partikiiliine yiiklenmis Siprofloksasinin in-vitro salim ¢alismalar1 37°C’
de farkli pH degerlerine sahip tamponlarda incelenmistir. Sirasiyla pH:4, pH:7.4, pH:9
seklinde ti¢ farkli tampon ¢ozeltileri hazirlanmistir. Stispanse edilmis Siprofloksasin ytiklii
partikiiller 5 ml PBS igeren farkli pH degerlerine sahip tampon ¢ozeltilerinde bekletilmistir.
Salim i¢in 30, 60, 90, 120.dakikalarda numuneler alinarak UV-goriiniir bolge
spektrofotometresi ile nicel 6l¢timler alinmistir. Belirlenen siirelerde farkli pH degerlerinden

alinarak olgiilen 6rneklerin salim absorbanslarina 276 nm degerinde bakilmistir.
3.6.3.4. Formiilasyona Dahil Edilen CF’nin BSA MNPS’den Salimi

Iag tastyici sistem olarak olusturulmus BSA MNPs’den formiilasyona dahil edilmis
Siprofloksasinin salimi incelenmistir. Siprofloksasinin salim 6l¢timlerinin hangi dalga
boyunda yapilmas: gerektigi belirlenmistir. Orneklerin salim absorbanslarma 276 nm
degerinde bakilmistir. BSA MNPs’ne yiiklenmis Siprofloksasinin in-vitro salim ¢aligmalari
37°C’ de farkli pH degerlerine sahip tamponlarda incelenmistir. Sirasiyla pH:4, pH:7.4,
pH:9 seklinde ii¢ farkli tampon ¢ozeltileri hazirlanmustir. Siispanse edilmis Siprofloksasin
yikli partikiiller 5 ml PBS iceren farklt pH degerlerine sahip tampon ¢ozeltilerinde
bekletilmistir. Salim i¢in 30, 60, 90, 120.dakikalarda numuneler alinarak UV-goriiniir bolge
spektrofotometresi ile nicel dl¢limler alinmistir. Belirlenen siirelerde farkli pH degerlerinden
alinarak Ol¢iilen 6rneklerin salim absorbanslarina 276 nm degerinde bakilmistir.

3.6.3.5. Emdirilen Siprofloksasinin BSA MNPS’den Salimi

Ilag tastyict sistem olarak olusturulmus BSA MNPs’den emdirilmis Siprofloksasinin
salimi incelenmistir. 276 nm dalga boyunda salim 6l¢timlerine bakilmistir. BSA MNPs’ne
yiiklenmig Siprofloksasinin in-vitro salim ¢alismalar1 37°C” de farkli pH degerlerine sahip
tamponlarda incelenmistir. Sirastyla pH:4, pH:7.4, pH:9 seklinde {i¢ farkli tampon ¢ozeltileri
hazirlanmustir. Stispanse edilmis Siprofloksasin yiiklii partikiiller 5 ml PBS igeren farkli pH
degerlerine sahip tampon ¢ozeltilerinde bekletilmistir. Salim i¢in 30, 60, 90, 120.dakikalarda
numuneler alinarak UV-goriiniir bolge spektrofotometresi ile nicel 6l¢timler alinmustir.
Belirlenen siirelerde farkli pH degerlerinden alinarak olgiilen Orneklerin  salim

absorbanslarina 276 nm degerinde bakilmistir.
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3.6.4 Biyolojik Uyumluluk (Sitotoksisite) Testi

Biyolojik uyumlulugun degerlendirilmesi igin, ISO 10993-5 standardina gére MTT
testi kullanilmistir. Hiicre ¢ogalmasinin incelendigi bu test, 3,[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5
difeniletatrazolyum bromiiriin (MTT) kullanildig1 testtir. Canlilik degerlendirilmesinde
bulunurken; %70 degerinin altindaki degerlerde malzemenin sitotoksisite etkisinden
bahsedilir. 1.929 hiicreleri, oyuk basina 1.0x104 konsantrasyonda 96 oyuklu bir plakaya
ekilmis ve 24 saat (1 ikiye katlama periyodu) kiiltiirde (37°C, %5 CO02) tutulmustur.
Ekstraksiyon ortaminin hacmi, en yiiksek konsantrasyon %100 oldugu i¢in kiitle/hacim
oranina gore hesaplanmistir. Negatif kontrolde sadece medyum, pozitif kontrolde medyum
ve dimetil siilfoksit (DMSO) kullanildi. Test numunesi ekstraktlarinin — seri
konsantrasyonlari, hiicrelere maruz birakilmistir ve 24 saat boyunca sartlandirilmis bir
ortamda tutulmustur (37°C, %5 C02). Numuneler 2 tekrarda ¢alistirilmistir. 24 saat sonra
kuyucuklardaki kiiltiir ortam1 bosaltilmig ve her kuyucuga 50 pl MTT(1mg/mL) eklenmistir.
Kuyu plakalari, 37°C'de 2 saat siireyle inkiibe edilmis ve her oyuga 100 ul izopropanol
eklenmistir. Kuyulardaki absorbans derecesi, bir mikroplaka okuyucuda 570 nm dalga

boyunda 6l¢lilmiistiir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. ipek Fibroin Nanofiber Yapilarin Fiziksel Karakterizasyonu

Ipek fibroinin elde edilmesiyle, elektroegirme yéntemi ile nanofiber yapilarin
olusturulmasi saglanmistir. Elde edilen nanofiber yapilardan, SEM cihazi kullanilarak
fiziksel karakterizasyon i¢in goriintiiler alinmistir. Bu goriintiilere ait fotograflar Sekil 4.1°de

gosterilmistir.

‘ 7




3.0

3.0 High vacuum E S 10.2 mm
Sekil 4.1. Saf Ipek Fibroin Nanofiber Yapilarin SEM Gériintiileri (A) 5 um (12000 x), (B) 10 um (6000 x),

(C) 30 pum (3000 x), (D) 50 pum (1500 x).

%15 (w/v) oraninda ipek fibroin kullanilarak olusturulmus nanofiber yapilarda 13 cm
olarak enjektdr ucu ve toplayici plaka arast mesafe, 15kV potansiyel, 0.5 ml/h akis hiz1 gibi
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parametre ayarlar1 yaparak stabil bir nanofiber yapisi elde edilene kadar elektroegirme ile
ornekler olusturulmustur.

En uygun konsantrasyonun %15 (w/v) oldugu gorilmistir. %15’in altindaki
konsantrasyonlarda stabil bir fiber formu elde edilememistir. Enjektorden kollektére dogru
c¢ikan jetin olusumu, taylor konisinin olulmadig1 gozlemlenmistir. %15°ten daha yiiksek
konsantrasyonlarda fiber olusturmaya calisilirken, enjektdr ucunda polimer ¢ozeltisinin
birikme yaptig1 ve jellesmeye neden oldugu goézlemlenmistir. %15’°lik konsantrasyonda
iretilen nanofiber yapilar Sekil 4.1.’te gosterilmistir. Nanoyapili fiberlerde kopma, boncuk
olusumu ve istenmeyen bosluklarin olusmadigi ve stabil nanofiber formlarin olusturuldugu
gozlemlenmistir. Enjektor ucu ve kollektor ucu mesafesi 13 cm olarak belirlenmistir. 13
cm’den az mesafelerde ¢oziicii olarak kullanilan TFA’nin yeteri kadar buharlasamadig1 ve
aliminyum folyo iizerinde kalintilarina rastlandigi ve bosluklar olusturdugu
gozlemlenmistir. 13 cm’den daha yiiksek mesafede ise, enjektorden ¢ikan jetin aliminyum
folyoya ulasamadigi ve dolayisiyla folyo {izerinde nanofiber yapilarin olugmadigi
gbzlemlenmistir. Enjektor ucu ve toplayict arasindaki mesafenin azalmasi fiber ¢aplarinin
azalmasina neden olmustur. Akis hizi 0.5 ml/h olarak belirlenmistir. Daha yiiksek akis
hizlarinda enjektér ucunda hava birikmesi yasanmis bu da aliminyum folyo iizerindeki
yapilarda da bosluklar olusmasina neden olmustur. Uygulanan potansiyel 15kV olarak
belirlenmistir. Nanofiberler yapilar uygulanan potansiyelin esik degerini astigi takdirde
olusmaya baglar. Daha yliksek potansiyellerde fiber yapilarda boncuklarin olusmasi
gozlemlendigi i¢in potansiyel artirilmamistir. Fiber olusturmak i¢in iki adet konum
kullanilir; yatay konum ve asagi konum. Sunulan ¢alismada asagi yonlii konum denenmis
fakat yercekiminin de etkisiyle akis hizindan bagimsiz sekilde aliminyum folyoya
damlaciklarin seri bir sekilde damladig1 ve fiber yapilara zarar verdigi gézlemlendigi i¢in
deneysel c¢alismaya yatay konum ile devam edilmistir. Enjektoriin ucu kiit bigimde
kesilmistir ¢linkii bu islem nanofiber yapilarin homojenligini etkilemektedir. Sekil 4.1°de
yiiksek biiyiitme oranindan baglayarak (A) 5 um (12000x), (B) 10 um (6000 x), (C) 30 um
(3000 x), (D) 50 um (1500 x)’e kadar fibroin nanofiberler goriintiilenmistir. Biiyiitme oran1
kiiciildiikge nanofiber yapilarin piirlizsiiz yapist ortaya cikmaktadir. Biiyiitme orani
bliytidiikce nanofiber yapilar arasi bosluklar ve yine nano boyuttaki gozenekler ortaya
cikmaktadir. Sekil 4.2.’de aliminyum folyoya kaplanmis (A) nanofiber yapilar ve (B)’de

folyodan kaldirilmis ve ¢apraz baglanip kurutulmus fiber 6rnegi goriilmektedir.
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(A) (B)

Sekil 4.2. Elde edilen ipek fibroin (%15 w/v) nanofiber yapilar (A) aliminyum folyoya kaplanmus fiberler,
(B) Aliminyum folyodan siyrilmis ve ¢apraz baglanip kurutulmus fiber goriintiisii.

4.2. Aljinat Kopiiklerinin Fiziksel Karakterizasyonu

Aljinat kopiiklerinin dondurularak kurutulmasi ardindan c¢apraz baglama isleminin
gerceklesmesinden sonra tekrar dondurularak kurutulmus kopiiklerin SEM cihazi

kullanilarak fiziksel karakterizasyonu i¢in goriintiileri alinmistir (Sekil 4.3).

mag]

HV spot
400 x 20.00 kV 4.0
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i 800x 2000kV 40 ESEM GSED SE 7.7mm 700 Pa

(B)

t )

v 1600x 20.00kV 4.0 ESEM GSED SE 7.6 mm 700 Pa

(©)

Sekil 4.3. Aljinat Képiigiin (%3 w/v) SEM Gériintiileri (A) 200 um (400 x), (B) 100 pm (800 x), (C)
50 pum (1600 x).
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Orta katmanin olusturulmasi i¢in aljinat kopiigiin dondurularak kurutulmasi (liyofilizasyon)
yontemi kullanilmigtir. Yiiksek gozeneklilige sahip kopiiklerin eldesi igin %5, %3 ve %1
(w/v) oraninda konsantrasyonlar denenmistir (Sekil 4.4), %5°lik kopiik oldukea sert (C) ve
kirilgan bir yapida oldugu i¢in kullanilmamustir. %1°lik (A) kopiik ufalanarak dokiildiigii ve
kopiik formunu olusturamadigi i¢in deneysel kisimda %3’liik (B) konsantrasyona sahip
koptikler kullanilmistir (Sekil 4.4). Sekil 4.3’teki goriintiilerde %3 konsantrasyona sahip
aljinat kopiiklerin SEM fotograflar1 verilmistir. Sekil 4.3” te diisiik biiyiitme oranindan
baglanarak (A) 200 pm (400 x), (B) 100 um (800 x), (C) 50 um (1600 x)’e kadar

biyiitilmiistiir. Sekilde 4.3.te de goriilecegi tizere kopiik yapist mikro gozeneklere sahiptir.

(A) (B) (©)

Sekil 4.4. Dondurularak kurutulmus aljinat kopiikler (A) %1 (w/v), (B) %3 (w/v), (C) %5 (W/v)

4.3. Su Alim Kapasitesi

Aljinat kopiigiin dondurularak kurutulmasinin ardindan farkli siirelerde ¢apraz
baglanmasi saglanmistir. Bu gapraz baglanma siireleri (Sekil 4.5) (A) 2 saat, (B) 4 saat ve
(C) 6 saat seklinde belirlenmistir Belirtilen siirelerde 0.1 M CaClz igerisine daldirilan aljinat
kopiiklerin (%3 w/v) su alim kapasiteleri incelenmistir. Baslangi¢ ani1 (0.dakika) ve 10, 20,
30, 40, 50, 60. dakikalarda 1slak tartimlart alinmistir. Agirlik degerleriyle yiizde su alim
kapasiteleri belirlenmistir. Su alim kapasitesi belirlenirken 3.1 esitligi kullanilmis ve
sonuglar gravimetrik yontem ile belirlenmistir. Farkli capraz baglanma siiresine bagl olarak

degisen su alim kapasiteleri Sekil 4.6’te gosterilmistir.
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(A) (B) (C)

Sekil 4.5. Farkli capraz baglama siiresine sahip kopiikler (A) 2 saat capraz bagli, (B) 4 saat capraz bagli, (C)

6 saat capraz bagli kopiik.
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Sekil 4.6. Farkli Capraz Baglama Stiresine Bagli Degisen Su Alim Kapasitesi

Kopiiklerin farkli capraz baglanma siirelerine gore su alim kapasiteleri incelendiginde;
tiim yapilarin 50. ve 60. dakikadaki birbirine ¢ok yakin sonuglar vermesi maksimum su alma
kapasitesine ulastigini1 gosterir ve 60. dakika denge su alim kapasitesi olarak belirlenmistir.
Maksimum su alma, Saarai ve arkadaslarinin [146] yapmis oldugu ¢aligmada da oldugu gibi
capraz baglama siiresinin artmasiyla kopiigiin igerisine su alimi azalmaktadir. Capraz
baglanma siiresinin kisa olmasi daha zayif mekanik dayanima neden olur ve yapinin igerisine
su alimimin kolaylagsmasini saglar. Keskin bir su alim artis1 ile yetersiz ¢apraz baglanma,
aljinat ve CaCl; arasindaki yetersiz baglar hidrojel yapinin ¢okmesine neden olabilmektedir.
Sekil 4.6°de de goriilecegi gibi en yiiksek su alim %1430 degeriyle, 60.dakikada, 2 saat
capraz baglanmis kopiikte gozlemlenmistir. Ayn1 dakikalardaki 4 saat capraz bagh kopiigiin
su alimi %1399 ve 6 saat ¢apraz baglanmis kopiigiin su alimi %1320 seklindedir. Her ii¢
koptik icin de ilk 10 dakika igerisinde keskin bir su alimi hiz1 ger¢eklesirken, 10. Dakikadan
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sonra su alimi hiz1 azalmaya baslamistir. Genel olarak ii¢ yapida da ¢apraz bag siiresinin
artmasi su alimmi azaltmistir fakat ¢ok biiyiik farklar olusturmamistir, birbirine yakin
sonuglar elde edilmistir. Elde edilen yiiksek su alim1 kapasitesi yara ortiisii malzemelerinde
yara exiidasinin emilmesi konusunda 6nemli bir sonugtur.
4.4. Dopamin Mikro/Nano Partikiilden Gentamisin Salimi

Yaralanmis derinin enfekte olma olasilig1 ytliksektir ve enfeksiyonun hafif seyrettigi
zaman diliminde (evre 1) enfeksiyonu kontrol edebilme ve enfeksiyonu azaltma gibi
stratejiler uygulanmaktadir. Evre 1°de kronik yaralarin pH degeri asidik degerde yaklagik
5.5 civarindadir [147][64]. Bu nedenle enfeksiyonun baslangicinda tedaviye yardimci olmak
amactyla pH duyarli dopamin mikro/nano partikiil ila¢ tasiyici sistem olusturulmus ve
igerisine yara iyilesmesinde kullanilan Gentamisin antibiyotigi yliklenmistir. Farkli pH
degerleri belirlenmistir ve PBS ortaminda bu pH degerleri ayarlanmistir, bunlar; pH:4,

pH:7.4, pH:9 seklindedir ve pH degerine duyarl ilag salim1 degerlendirilmistir (Sekil 4.7.)
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Sekil 4.7. Farkli pH degerlerinde Gentamisin salimi.

Polidopamin MNPs'lerine gentamisin yiiklemesi, in-Situ polimerizasyon yontemiyle
gerceklestirilmistir. Gentamisin ve PDA'nin kimyasal etkilesim mekanizmasi, gentamisin
amin gruplari ve PDA'nin hidroksil gruplari arasinda mevcut hidrojen bagmdan
kaynaklanmaktadir. PDA'nin zwitteriyonik dogasi, degisken pH kosullarinda ytizey yiikiinii
ikame etmesine izin verir. Bu nedenle PDA, alkalin pH'ta negatif yiiklii yilizeyi nedeniyle
normal fizyolojik kosullarda aminoglikozidlerin salinimini bloke etmelidir. Yiizeyde
bakteriyel kolonizasyon sirasinda, bakteriyel metabolizmanin neden oldugu yerel asitlenme,
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amin gruplarinin protonasyonu nedeniyle PDA'nin yapisal Ozelliklerini degistirir,
dolayisiyla gentamisin salmimmi PDA MNPs'lerinden hizlandirmalidir. ilag saliminin
mekanizmasi, PDA fonksiyonel gruplarmmin pH'a tepki olarak davranigina baglh olarak
aciklanabilir. Asidik bir pH'de, hem PDA NPs'leri hem de gentamisin, amin gruplarinin
protonasyonu nedeniyle pozitif olarak yiiklenir. Boylece gentamisin molekiilleri, itici
kuvvetler nedeniyle PDA'dan kolayca kacar. Ayrica, PDA'nin degistirilebilir aktif bolgeleri
nedeniyle, PDA NPs'lerinden gentamisin salimina neden olan PDA ve gentamisin arasindaki
hidrojen bagi da asidik bir pH'ta bozulur. PDA NPs'lerden salim mekanizmasinin,
gentamisin'in PDA NPs'lerden PBS soliisyonuna yayilmasi i¢in bir itici gli¢ gorevi goren
ortamim pH'ma giicli bir sekilde bagli oldugunu gostermektedir. Bu nedenle, yerinde
yukleme sirasinda alkalin pH'ta, hidroksil gruplari, gentamisin amin gruplan ile pozitif-
negatif kimyasal etkilesim ve/veya hidrojen bagi olusturur. Boylece, in vitro salim sirasinda,
PDA yapisal degisikligi asidik bir pH'ta gerceklesir, pozitif bir yiike dogru kayar ve bdylece
ilacin salinmasina izin verir [147]. Sekil 4.7’te de goriilebilecegi gibi, pH:4 degerinde
pH:7.4, pH:9 degerlerine gore daha fazla salim gerceklesmistir. Alkalin duruma gectikce
PDA MNPs’lerden gentamisin salimi azalmaktadir. Bu sonu¢ olusturulmus PDA
MNPs’lerin pH degisikligine duyarli olarak biinyesindeki ilaci saldigini géstermektedir.
4.5. Dopamin Mikro/Nano Partikiilden Siprofloksasin Salimi

Yara iyilesmesi tedavisinde kullanilacak bir diger model antibiyotik Siprofloksasindir.
4.3 boliimiinde anlatildig1 gibi ayn1 sekilde Evre 1 durumunda, enfeksiyonun baslangicinda
pH:5.5 civarinda asidik kosullarda olusturulmus PDA MNPs’lerin igerisine yiiklenmis
Siprofloksasini uyarana duyarli sekilde salmasi incelenmistir. Farkli pH degerleri
kullanilarak olusturulmus PBS ortamlarinda salim dl¢limleri alinmistir. Siprofloksasinin
PDA nanoparcaciklarinin aromatik kismi ile n-n etkilesimleri ve/veya hidrojen baglari
yoluyla etkilesime girerek MNPs sistemine yiiklenmis olmasi tahmin edilmektedir. PDA
yapisal degisikligi asidik pH kosullarinda degistigi i¢in gentamisinde oldugu gibi ayn
sekilde siprofloksasin saliminda da asidik pH degerlerinde (pH:4) salimin daha ¢ok
gerceklesmesi gozlemlenmistir (Sekil 4.8). PDA MNPs sisteminden etken madenin yine
ayni sekilde pH:7.4 ve pH:9 degerlerinde asidik pH:4’e gore daha az salindig literatiirle de
paralel olarak dogrulanmistir [148]-[150]. Hem gentamisin hem de siproloksasisn
kullanilarak Evre 1, enfeksiyon baslangicinda degisen pH degerlerine duyarl ilag salimi

PDA sayesinde gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.8. Farkli pH degerlerinde Siprofloksasin salimi.

4.6. BSA Mikro/nano Partikiilden Formiilasyona Dahil Edilmis Siprofloksasin Salim

Yarali bolgenin enfekte olmaya basladigi, enfeksiyon baslangici olan Evre 1°den sonra
enfeksiyonun daha da arttig1 ikinci kisim olan Evre 2 kisminda yara bolgesinde degisiklikler
meydana gelmektedir. Degisikliklerden biri de pH degisikligidir. Kroniklesmeye baslayan
yaranin pH degerleri 7 ve lizerine dogru yiikselmeye baslar ve saglikli cildin veya
enfeksiyonun baslangicindaki pH degerinden farklilik gostermektedir. Tek bir pH degeri
araligina duyarl olusturulan yara Ortiisii malzemeleri yaranin kroniklesmeye baslamasi ve
enfeksiyonun yayilmasi durumunda yetersiz kalmaktadir. Bu nedenle hem enfeksiyon
baslangict hem de enfeksiyonun artmaya basladigi pH degerlerine duyarl sistem olarak BSA
MNPs sistemi olusturulmus ve igerisine Siprofloksasin yliklemesi yapilmistir. Sistem
olusturulurken model antibiyotik formiilasyona dahil edilerek olusturulmustur. PDA MNPs
sistemi asidik pH kosullarinda bilinyesindeki ilacin salinmasi avantajina sahipken BSA
kullanilarak olusturulan ilag¢ tasiyici sistemin tam da enfeksiyonun artmaya basladigi
evredeki alkalin pH kosullarinda ilac1 salmast Sekil 4.9.’da verilmistir. pH:4 degerinde ilag
salimi1 az iken pH:7.4 ve pH:9 gibi alkalin kosullarda ilag salim1 artmaktadir.
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Sekil 4.9. Farkli pH degerlerinde BSA MNPs sisteminden formiilasyona dahil edilmis siprofloksasin salimi.

4.7. BSA Mikro/nano Partikiilden Emdirilmis Siprofloksasin Salimi

Formiilasyona dahil edilen siprofloksasinden sonra BSA MNPs sistemine emdirilmis

siprofloksasinin salimi incelenmistir. ilacin formiilasyona dahil edilmesi ve sonradan MNPs

sistemine emdirilmesi arasindaki ilag salim farki incelenmistir (Sekil 4.10)
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Sekil 4.10. Farkli pH degerlerindeBSA Mikro/nano Partikiilden Emdirilmis Siprofloksasin Salimi

Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°da goriildiigii gibi farkli pH degerlerinde formiilasyona dahil edilmis

siprofloksasinin salim1 emdirilmis siprofloksasine gore daha fazladir. BSA MNPs’de

formiilasyona dahil edilen ilag miktarinin daha fazla olmasi nedeniyle daha fazla salim
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gerceklesmistir. Her iki sistemde kroniklesmis, enfeksiyonu artmis yarada pH degerlerine

duyarli salim gergeklestirmistir.

4.8. Aljinat ve Kondroitin Siilfat Katkilh Orta Katmandan Metformin Salimi

Aljinat ve kondroitin siilfat katkili orta katmandan ila¢ salim deneyi i¢in metformin SA:CS
1:1(v/v) ve SA:Met (1:0,125,1:0,25,1:0,5) v/v oranlar1 belirlenmistir. Farkli ila¢ miktarina
sahip kopiik yapilar numaralandirilmistir. SA:Met (1:0,125) v/v 3 No’lu 6rnek, SA:Met
(1:0,25) v/v 1 No’lu 6rnek, SA:Met (1:0,5) v/v ise 2 No’lu 6rnektir. Aljinat ve kondroitin
siilfat miktarlar1 sabitken, metformin miktarina bagl olarak degisen ilag salim grafigi Sekil
4.11°de verilmistir. Beklendigi gibi ila¢ miktar1 daha ¢ok olan yapida ilacin salimi daha ¢ok
olmustur. Miktara gore en fazla ilacin bulundugu 2 No’lu 6rnekte ilag salimi daha ¢ok
olurken, ilag miktarinin diismesiyle sirastyla 1 No’lu ve 3 No’lu yapidaki ilag salimi
azalmaya baglamistir.

Sodyum aljinat ve kondroitin siilfat katkili yapiya en fazla metformin yiiklenmis yap1
olan 2 No’lu 6rnek iizerinde sicakliga bagli olarak degisen ila¢ salim deneyi uygulanmstir.
Olas1 bir enflamasyon durumunda yara bdlgesinde sicakligin artigina bagli olarak yara ortiisii
malzemesinin biinyesindeki ilaci salmasi beklenen bir durumdur. Bu nedenle farkli sicaklik
ortamlarinda (25 °C ve 37 °C) 2 No’lu 6rnegin ila¢ salim davranisi incelenmistir. Sicaklik
arttikga ilag salimimin artmasi beklenmektedir. Sekil 4.12°de de goriilebilecegi gibi ilag
yiikleme miktar1 en fazla olan 2 No’lu 6rnegin sicaklik artisina bagli olarak biinyesindeki
ilact daha ¢ok saldig1 goriilmektedir. 37 °C’de ila¢ salimi fazla iken 25 °C’de ilag salim1
azalmaktadir. Bu sonug¢ olusturulan orta katmanin olas1 bir enflamasyon durumunda yara
bolgesindeki sicaklik artisina bagl olarak igerisindeki ilaci salabilecegini dogrulamaktadir.

Boylece sicaklik duyarl yara ortii malzemesi olusturulmustur.
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Sekil 4.11. Metformin miktarma bagl ilag salimi
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Sekil 4.12. Farkl1 Sicakliklarda SA/CS katkili koptigiin Metformin Salimi

4.9. Biyolojik Uyumluluk (Sitotoksisite) Testi

Orta katmanin olusturulmasinda kullanilacak olan aljinat kopiigiin sitotoksisite testi
gergeklestirilmistir. 1ISO 10993-5 standardina gore gerceklestirilen MTT test sonucuna gore
farkli derisimlerde kopiik yapilarin yer aldigi ortamlarda ekilen hiicreler ile etkilestirilen
koptlik yapi ekstraktlarinin hiicre canliligina etkilerinin sonucu Sekil 4.13’te verilmistir.
Buna gore 0.125 mg/ml derisimindeki O6rneklerde hiicre canliligi degerlerinin yaklasik
%100’e yakin oldugu ve biyolojik uyumlulugun yiiksek bir degerde oldugu goriilmektedir.

Derisimin artirilarak yapildigi deneylerde hiicre canliligi degerlerinin bir miktar azaldig:
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ancak en diisiik derisim degerinin yaklasik sekiz katina ¢ikarildiginda dahi hiicre canliligi
degerlerinin %65 ve flzerinde oldugu goriilmektedir. Bu nedenle aljinat kopiigiin

sitotoksisite potansiyelinin diisiikk oldugu ve biyolojik olarak uyumlu oldugu goériilmektedir.

100

20

Huere Canlilif (%)
o ES 3 3

Numune Derisimi (mg/mil)

Sekil 4.13. Aljinat kopiik yapisinin MTT test grafigi
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5. SONUCLAR

Sunulan tez kapsaminda; ¢ok katmanli ve her katmanin farkli fonksiyonlara sahip
oldugu diyabetik yaralarin tedavisinde kullanilmak {izere yara Ortiisii malzemesi
gelistirilmistir. Yara Ortiisii gelistirilirken iki farkli ana yontem kullanilmistir; elektroegirme
ile nanofiber yapilar olusturulmus ve kriyojel matrix formun eldesi i¢in dondurarak kurutma
yontemi uygulanmistir. Tedavi etkinliginin artirilmasi i¢in orta katman ve alt katmana etken
maddeler yiiklenerek lokal salimi gerceklestirilmistir.

Elektroegirme yontemi kullanilarak olusturulan {ist katman yara oOrtiisiiniin kararlh
kalabilmesi ve koruyucu katman olarak hazirlanmistir. Optimizasyon ¢alismalarinda %15
(w/v) oraninin altinda ve {istiinde bir konsantrasyonda stabil bir fiber formu yakalanamadigi
igin ¢aligmalara %15 (w/v) ile devam edilmistir. 13 cm enjektor ve kollektor aras1 mesafesi,
0.5 ml/h akis hiz1, kollektor tipi olarak aliiminyum folyo ve 15kV potansiyel uygulanarak 2
ssat boyunca olusturulan nanofiber yapilarin SEM goériintiilerinden de anlagilacag: iizere
boncuksuz, kopmalarin olmadigi, diizenli ve 1500x biiyilitme de bile piiriizsiiz yapilarin elde
edildigi goriilmektedir.

Orta katmanin hazirlanmasinda kriyojel matrix olustururarak dondururarak kurutma
islemi uygulanmistir. Aljinat, kondroitin siilfat katkili metformin yikli kopiik yapi
olusturulmustur. %1, %3, %5 (w/v) konsantrasyonlarina sahip yapilarin optimizasyon
calismasinda %1 (w/v)’in oldukga kirilgan, %5 (w/v)’in fazla sert bir yap1 olmasindan dolay1
diger deneysel kisimlara %3 (w/v) konsantrasyon ile devam edilmistir. Sem goriintiilerinden
oldukca fazla mikro seviyede gozeneklere sahip oldugu goriilmiistiir. %3 (w/v)’liik yapinin
farkli ¢capraz baglanma siiresine bagl su alim kapasitesi degerlendirilmistir. En yiiksek su
aliminin en az siire boyunca ¢apraz baglanmis 2 saate ait oldugu ve 60.dakikadaki %1430
degerindeki yiiksek su alim kapasitesi ile fazla sivi drenajina sahip yaralarda exudanin
emilimini rahatca saglayabilecegi sonucuna ulasilmigtir. Aljinat kopiige ait biyolojik
uyumluluk(sitotoksisite) testi uygulanmigtir ve derisimin artirilarak yapildigi deneylerde
0.125 mg/ml derisimindeki 6rneklerde hiicre canliligi degerlerinin yaklasik %100’e yakin
oldugu goriilmiistiir. Derisimin artirilarak yapildigi deneylerde hiicre canlilig1 degerlerinin
bir miktar azaldig1 ancak en diisiik derisim degerinin yaklasik sekiz katina ¢ikarildiginda
dahi hiicre canliligi degerlerinin %65 ve tizerinde oldugu goriilmektedir. Bu nedenle aljinat
kopiigiin sitotoksisite potansiyelinin diisiik oldugu ve biyolojik olarak uyumlu oldugu
goriilmektedir. SA:CS 1:1 viv ve, SA:Met orant (1:0.5, 1:0.25, 1:0.125) v/v oranlari

ayarlanarak metformin konsantrasyonuna bagli salim deneyi ve sicaklik artisina bagli salim
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gerceklestirilmistir. Ilag miktarmin ¢ok oldugu SA:Met 1:0.5 yapidan daha fazla salim
gerceklesmisken, ilag miktar1 azaldik¢a saliminda diistiigii sonucu elde edilmistir. Sistemik
alinan ilaglara gore biyoyararlanimi daha fazla olan lokal uygulama ile ilacin miktari
belirlenerek yarali bolgeye kontrollii salim yapilabilecegi sonucuna ulagilmistir. Sicaklik
degisimi ile ilag saliminin arttig1 kanitlanmistir. 25°C ve 37°C’de yapilan salim deneyinde,
sicaklik arttikga salimin arttig1 goriilmiistiir. Bu da olasi bir enflamasyon durumunda yara
bolgesinde artan sicaklifa bagli sicaklik duyarli bir salimin gergeklestirilebilecegi
gorilmistiir.

Yaraya temas edecek alt katman i¢in elektroegirme ile nanofiber yapilar elde
edilmistir. Ust katman olusturulurken kullanilan parametreler aynen uygulanmistir.
Enfeksiyon baslangici ve ilerlemesine bagli olarak degisen pH degerlerine duyarli partikiil
sistemleri olusturularak nanofiber yapilara dahil edilmistir. Gentamisin ve siprofloksasin
yikli PDA MNPs sistemi ilag salim mekanizmasi, PDA’nin asidik bir pH’de yapisal
degisiklige ugramasi ve biinyesindeki ilaci salmasi ile agiklanmistir. Hem gentamisin hem
de siprofloksasin asidik pH:4’te daha fazla salinmis, pH arttikca salim azalmistir.
Enfeksiyonun arttig1, yaranin kroniklestigi evrede ise yaranin pH degeri artmaktadir, bu
nedenle siprofloksasin yiiklit BSA MNPs sistemleri olusturulmus ve alkalin pH degerlerinde
salimin arttig1 gozlemlenmistir. Etken maddenin formiilasyona dahil edildigi ve emdirildigi
her iki yapida da pH degeri arttikca salim artmistir. pH:4 degerinde salim PDA MNPs’nin
tersine azdir ve pH degeri arttik¢a siprofloksasin salimi artmustir.

Sonug olarak hem sicaklik degisimine hem de pH degisimine duyarli cok katmali akillt

yara Ortiisii malzemesinin tiretilmesi gergeklestirilmistir.
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