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OZET

Bu tezin amaci yara tedavisinde kullanmak iizere, elektro-cekim yontemiyle iiretilmis yara oOrtiisii
gelistirilmesi, in vitro karakterizasyonu ve in vivo etkinliginin gosterilmesidir. Calismalarda
kullanilan polimer ¢ozeltilerinin viskozite, iletkenlik ve yiizey gerilimi degerleri 6lgiilerek elektro-
cekim islemi acisindan uygunlugu degerlendirilmistir. Yara ortiisliniin alt tabakasini olusturan
koaksiyal nanoliflerin ¢ekirdek kismi %1 polikaprolakton ve %4,5 kollajen, kabuk kismi %2,5
doksisiklin ve %2,5 polietilen oksit icermektedir. Orta tabaka kitozan, iist tabaka ise sodyum aljinat
nanoliflerinden olusmaktadir. Gelistirilen yara Ortiisii paralel yerlesimli nanoliflerden olusup, temas
agis1 38°, sigan derisinde biyoadezyon isi 0,485 mJ/cm?, gerilme direnci 2,76 MPa, kopma uzamasi
%7,65, spesifik yiizey alani 9,65 m?g ve porozitesi %52,3’tiir. icerdigi doksisiklin miktar:
260pg/cm”dir ve 15 dakikada etkin maddenin tamanu salinmaktadir. Yara Ortiisiiniin alt ve iist
ylizeyinin ayr1 ayr1 2 saatlik UV radyasyonu ile sterilize edilmesi, mekanik, yapisma, 1slanabilirlik
Ozelliklerini ve doksisiklin miktarini etkilememistir. Stabilite caligmalari sonucunda 4°C/ortam
neminde 12 ay boyunca ortalama lif ¢api, mekanik, biyoadezyon, temas agis1 Ozellikleri ve
doksisiklin miktar1 agisindan stabil kaldigi bulunmustur. Keratinosit hiicre serileri kullanilarak
yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda sitotoksik etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Yara
iyilesmesindeki etkinligi hem akut hem de diyabetik yara modeli olusturulmus siganlarda, ticari bir
tiriinle karsilagtirilarak gosterilmistir. Yara Ortiisii uygulanan gruplarin yara boyutu hem akut hem
de diyabetik yara gruplarinda 7. giinde tedavisiz ve ticari irlin gruplarina gore anlamli olarak
azalmistir. Hazirlanan yara Ortiisti yara dokusunun malondialdehit ve nitrik oksit seviyelerini
azaltarak iyilesmeye katkida bulunmustur. Ayrica yara dokusunun glutatyon, askorbik asit ve
siiperoksit dismutaz seviyelerinin yiikselmesini saglayarak antioksidan kapasiteyi artirmistir. Yara
dokularinda yapilan immunohistokimyasal ¢alismalarda doksisiklin sayesinde matriks
metalloproteinaz seviyelerinin azaldigi ve doku metalloproteinaz inhibitorii seviyelerinin arttig
bulunmustur. Ayrica vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii, bazik fibroblast biiytime faktorii ve von
Willebrand faktorli seviyelerinin artmasini saglayarak anjiyogeneze yardimci olmustur. Yara
ortlisiiniin hem inflamasyonu baskilayarak hem de kendisi bir antioksidan ajan olarak gorev
yaparak iyilesmeye katkida bulundugu, ozellikle hiperglisemik si¢anlarda inflamatuvar fazin
kisaltilmas1 agisindan ticari iirline gére daha iistiin oldugu diisiiniilmektedir. Bu ¢alisma sonucunda
hem akut hem de kronik yara tedavisinde kullanilabilecek etkin ve glivenli prototip bir yara ortiisii
gelistirilmistir.

Bilim Kodu : 1020
Anahtar Kelimeler . Elektro-¢ekim, nanolif, kollajen, doksisiklin, yara iyilesmesi
Sayfa Adedi : 260
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ABSTRACT

The purposes of this thesis are to develop a wound dressing by the electro-spinning method, and to
determine the in vitro characteristics and to demonstrate in vivo efficacy. The viscosity,
conductivity and the surface tension values of the polymer solutions used in the studies were
measured and their suitability for electro-spinning was evaluated. The core of the coaxial
nanofibers that constitutes the lower layer of the wound dressing contains 1% polycaprolactone and
4,5% collagen, the shell comprises 2,5% doxycycline and 2,5% polyethylene oxide. The middle
and the top layer consist of chitosan and sodium alginate nanofibers, respectively. The developed
wound dressing consists of aligned nanofibers, with a contact angle of 38°, a bioadhesion value of
0,485 mJ/cm? in rat skin, a tensile strength of 2,76 MPa, an elongation at break of 7,65%, a specific
surface area of 9.65 m?/g and a porosity of 52,3%. The amount of doxycycline content was found
to be 260 pg/cm? and the complete drug release was achieved in 15 minutes. Sterilization of the
lower and the upper surface of the wound dressing separately with UV radiation for two hours did
not affect the mechanical, bioadhesive, wettability properties and doxycycline content. As a result
of the stability studies, it was found that the average fiber diameter, mechanical, bioadhesive,
contact angle properties and the amount of doxycycline remained stable for a period of 12 months
at 4°C/ambient humidity. No cytotoxic effect was shown in cell culture studies with keratinocyte
cell lines. The efficacy in wound healing has been demonstrated in rats with both the acute and the
diabetic wound models, compared to a commercial preparation. The wound size of the groups
treated with wound dressing decreased significantly in both the acute and the diabetic wound
groups on the 7th day, compared to the untreated group and the group treated with the commercial
preparation. The prepared wound dressing was found to contribute to the healing process by
decreasing malondialdehyde and nitric oxide levels. Furthermore, it increased the antioxidant
capacity by rising glutathione, ascorbic acid and superoxide dismutase levels in the wound tissues.
According to the immunohistochemical studies on wound tissues, it was found that doxycycline
caused a decrease in matrix metalloproteinase levels and an increase in tissue inhibitor of
metalloproteinase levels. It also improve angiogenesis by enhancing vascular endothelial growth
factor, basic fibroblast growth factor and von Willebrand factor levels. The wound dressing
contributes to healing process probably by suppressing the inflammation and by acting as an
antioxidant agent. Particularly, in hyperglycemic rats, it was found to be superior to the commercial
preparation by shortening the inflammatory phase. In conclusion, an effective and safe prototype
wound dressing has been developed that can be used in both acute and chronic wound treatment.
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Page Number : 260
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1. GIRIS

Nanolifler, ¢aplart 1 mikronun altinda olan liflere verilen isimdir. Nanolifler kalinlik
acisindan insan sag teli ile karsilastirildiginda yaklasik onbin kat daha incedir. Bu nedenle
sentetik veya dogal polimerlerden elde edilen nanolifler, kullanildig tirinlere genis yiizey
alani, yiiksek gozeneklilik ve permeabilite gibi 6zellikler kazandirmaktadir. Nanoliflerle
hazirlanan {riinlerin filtrasyon, tekstil miihendisligi, doku miihendisligi, ilag salim
sistemleri, yara oOrtiileri, optoelektronik, manyetik cihazlar gibi farkli alanlarda genis

uygulama olanagi bulunmaktadir.

Polimerlerden nanolif iiretimi farkli yontemlerle yapilabilmektedir. Elektro-¢ekim (elektro
egirme) yontemi, nanoliflerin tek basamakta, diisiikk maliyetle kisa siirede elde edilmesine
imkan vermektedir. Bu yontemde temel olarak bir polimer ¢ozeltisine yiiksek voltaj
uygulanarak elektriksel alanda jetler olusturulur ve olusan jetlerin topraklanmig bir
toplayiciya hareketi esnasinda ¢oziiciisiiniin buharlagsmasi ile nanolif yapisi elde edilir.
Klasik elektro-¢ekim yonteminden farkli olarak koaksiyal baslik kullanimi ile ¢ekirdek-

kabuk yapisinda koaksiyal yapida nanoliflerin elde edilmesi miimkiindiir.

Yara iyilesmesi bozulan doku bitinliigiiniin i¢ i¢e gegmis siireglerle Yyeniden
saglanmasidir. Tyilesmenin devamli ve normal siireglerde gerceklestigi yaralar akut yara
olarak adlandirilirken, iyilesmenin lokal veya sistemik bir faktor nedeniyle geciktigi veya
olmadig: yaralar kronik yara olarak adlandirilir. Hem akut hem de kronik yaralarda uygun

yara Ortiilerinin kullanilmasi ile iyilesme hizlandirilmaktadir.

Nanoliflerden olusan yara ortiileri klasik yara bakim iiriinlerine kiyasla bazi1 avantajlara
sahiptirler. Nanolifler olusumlarina baglh olarak genis yiizey alani ve 3 boyutlu mikroporéz
yapiya sahiptirler. Bu sayede memeli dokulari igindeki hiicrelerin arasinda bulunan ve
onlar1 destekleyen kompleks bir yapi olan ekstraseliiler matrisi (ECM) taklit edebilme
yetenegine sahiptir. Ayrica nanolif yara Ortiileri mikropordz yapida olduklari i¢in oksijene
gecirgendirler. Ancak bu porlar ekzojen bakterilerin yaraya penetrasyonunu engelleyecek
olctide de kiigiiktiir ve bu sayede yaray1 bakteriyel penetrasyondan ve dehidratasyondan
koruyabilirler. Nanolifler spesifik yiizey alaninin yiiksek olmasi sayesinde yara sivisinin
drenajimi ve adsorbe olmasini saglar. Elde edilen nanoliflerin esnek ve Kkesilip

sekillendirilebilir olmas1 bolgeye 6zgli uygulamalar i¢in avantaj saglar. Yara Ortiisii i¢in



uygun olan dokunmamis (non-woven) formda iiretilirler. Yaranin korunmasinin yanisira

terapotik ajanlarin lokal uygulanmasi saglanir.

Doksisiklinin  antibakteriyel etkisinden bagimsiz olarak yara iyilestirici etkisi
bulunmaktadir. Bu yara iyilestirici etkisi temel olarak ¢ift degerlikli metal iyonlarina
baglanarak yara bolgesinde matriks metalloproteinazlardan (MMP) ¢inkoyu ayirmasi ve
aktif MMP’lerin dogrudan inhibisyonunu saglamasi ile iliskilidir. Ozellikle kronik
yaralarda, yara iyilesmesinde temel olusturan matriks proteinleri ile biliyiime faktorlerini
pargalayan MMP enzim miktar1 artar, buna karsin doku metalloproteinaz inhibit6r (TIMP)
enzim seviyeleri azalir. Yiiksek MMP seviyesi ve MMP/TIMP oraninin bozulmasi yaranin

kroniklesmesine neden olmaktadir.

Calismanin amaci, elektro-gekim yontemi kullanilarak nanolif yapisinda yara Ortiisii
gelistirilmesidir. Ug tabakal1 olarak hazirlanan nanoliflerin, koaksiyal nanoliflerden olusan
alt tabakasinin ¢ekirdek kisminda ECM proteinlerinden kollajen, kabuk kisminda ise bir
MMP inhibitorii olan doksisiklin yer almaktadir. Yara ortiistiniin orta tabakasini kitozan,
iist tabakasini ise sodyum aljinat nanolifleri olusturmaktadir. Yara iizerine uygulandigi
zaman Once yara iyilestirici polimerlerin (sodyum aljinat ve kitozan) yara sivisina
karisacagi, daha sonra doksisiklinin  MMP inhibisyonu yaparak kollajen yikimini
onleyecegi diisiiniilmektedir. Koaksiyal nanolifin ¢ekirdek kisminda bulunan kollajenin ise
yara dokusunda ECM benzeri yapi olusturarak hiicre ¢ogalmasi i¢in uygun bir ortam
yaratacagi disiiniilmektedir. Hazirlanan yara Ortiisiniin in vitro karakterizasyon
calismalarindan sonra, in vivo ¢aligmalarla hem akut ve hem de kronik yarada etkinligi

degerlendirilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Elektro-Cekim Yontemi

Elektro-¢ekim yontemi, dogal ya da sentetik polimerlerden lif elde edilmesi igin elektriksel
kuvvetlerin kullanildig1 bir iiretim yontemidir (Chronakis, 2010). Mekanik kuvvetler
yardimiyla elde edilen liflerin ¢aplar1 5-500 mikron arasinda degisirken, elektro-¢ekim
yontemi ile elde edilen liflerin ¢aplar1 100 nm ile 1 mikron arasinda degisir ve nanolif
olarak adlandirilir (Kozanoglu, 2006; Lin ve digerleri, 2012). Nanoliflerin temel avantaji
kiitle basina diisen ylizey alani oraninin yiiksek olmasidir. Elektro-¢ekim yontemiyle elde
edilen nanolifler, diger yontemlerden farkli olarak kullanildig: iiriinlere daha genis yiizey
alani, daha c¢ok gozeneklilik, ayarlanabilir gézenek boyutu ve ylizey 6zellikleri, yiiksek
permeabilite ve elektriksel yiikleri tutma kabiliyeti verebilmektedir (Li ve digerleri, 2005;
Luong-Van ve digerleri, 2006; Natu ve digerleri, 2010; Aduba ve digerleri, 2013; Gautam
ve digerleri, 2013). Bu 0Ozelliklerinden dolayir nanoliflerden elde edilen yiizeyler doku
mithendisligi, ilag salim sistemleri, filtrasyon, yara Ortiileri, optoelektronik, manyetik

cihazlar gibi farkl alanlarda genis uygulama olanagi bulmaktadir.

Elektro-¢ekim yontemi bir¢ok polimerle laboratuvar 6l¢eginde iiretime elverislidir ve
pahali olmayan cihazlarla tiretime olanak saglamaktadir. Elektro-cekim diizenegi temel

olarak 3 kisimdan olusur: (Huang ve digerleri, 2003; Chung ve Park, 2007)

1. Alternatif veya dogru akim ytiksek voltaj gii¢c kaynagi,
2. Metal ya da plastik enjektor baglanmis besleme tinitesi,

3. Toplayict kisim.

Elektro-¢ekim isleminde farkli yollarla olusan etkilesmeler sonucu polimer ¢ozeltisinden
elektriklenmis jetler meydana gelmektedir. Bu etkilesmeler yiizeyleraras: kuvvetlerin ve
elektriksel yiiklerin birbirleri ile karsilikli etkilesmesi ile gergeklesmektedir. Polimer
cozeltisinin yiizeyinde elektrik potansiyeli yeterli yiiksek seviyeye ulastiginda, elektriksel
kuvvetler sivinin ylizey gerilimini baskilayacak sekilde davranirlar. Kritik voltaj seviyesine
ulasildiginda igne ucunda kiiresel sekilde olusan polimer ¢ozeltisi damlast Taylor konisi

seklini alir (Resim 2.1).



Resim 2.1. igne ucundaki damlanin seklinde artan voltajla goriilen degisim (Reneker ve
Yarin, 2008)

Bu durumda voltajdaki en kiiclik artigla yliklenmis jet, toplayict kisma dogru harekete
gecer. Ignenin ucundan ayrilan jet, Coulomb kuvvetleri ile hizlanir. Jet havada ilerlerken
¢oziiclinlin buharlagmasi ile toplayici iizerine nanoliflerin kati durumda yerlesmesi saglanir

(Resim 2.2).

Resim 2.2. Jetin toplayici kisima ilerlerken davranigi (Reneker ve Yarin, 2008)

Nanolifin azalan ¢apiyla ters orantili olarak yiizey alaninda artis s6z konusudur. Geleneksel
yontemlerle elde edilen nanoliflerin yiizey alani 1 gram polimer igin 1 m? iken, elektro-
¢ekim ydntemiyle 600m%/g’a kadar ¢ikabilmektedir (Ko, 2004:1-18). Nanoliflerin olusmasi
oldukca hizli bir sekilde, milisaniye 6lgeginde gerceklesmektedir.



Elektro-¢ekim isleminde elektriksel yiikler pozitif/negatif iyonlar halindedir ve iyonlarin
fazla ya da dengesiz olmasi elektro-¢ekim isleminin aksamasina yol agabilir. Biitiin iyonik
cozeltiler yiiklii molekiil veya iyon igermesine ragmen ¢ozeltideki pozitif ve negatif iyon
sayisi esit oldugu i¢in elektriksel agidan noétrdiir. Elektro-¢ekim islemini saglayan iyonlar
genellikle metalik toplayici ile ¢ozeltideki molekiillerin arasindaki elektriksel alanda
olusturulur. Once ¢dzeltiden metal toplayiciya dogru hareket eden elektronlar tarafindan
fazla negatif iyonlar olusturulur. C6zeltiden metal toplayiciya jet olusumu ile hareket eden
elektronlar pozitif iyonlar1 ¢ozeltide birakirlar. Bu olay bir kere baslatilirsa iyonlarin,
benzer yliklenmis fazla iyonlar arasindaki itici etkilesimi azaltmak ve bu elektriksel
potansiyeli stvinin tiim yiizeylerinde saglamak i¢in hareketi ve iletimi devamli olur. Bu da

elektro-gekim igleminin siirekli olmasini saglamaktadir.

Elektro-¢ekim sistemi kurulumu basit olmasina ragmen iretim esnasinda gergeklesen
Taylor konisi teorisi, egirme kararsizligi teorisi (Bending Instability Theory) ve elektriksel
kuvvet jeti-stabilite teorileri (Electrically Forced Jet-Stability Theory) gibi elektro-¢cekim
teorileri olduk¢a karmasiktir (Reneker ve digerleri, 2000; Hohman ve digerleri, 2001a,
2001b; Shin ve digerleri, 2001; Yarin ve digerleri, 2001; Feng, 2003). Bu teoriler elektro-
¢cekim isleminin mekanizmasinin daha iyi anlasgilmasini saglamakta, ayrica arastiricilara
yeni elektro-¢ekim cihazlar1 ve ekipmanlari gelistirerek nanolif yapisinin performansinin

kontrol edilmesinde kolaylik saglamaktadir.

Nanoliflerin hazirlanmasi igin genellikle polimer ¢ozeltileri veya polimer ¢ozeltilerinin
karisimlart kullanilir. Bunun haricinde polimer eriyiginden de elektro-cekim islemi
yapilabilir. Bircok polimer eriyiginin buhar basincinin ¢ok diisiik olmas1 vakum altinda
elektro-cekim isleminin miimkiin olmasin1 saglamistir. Hava yerine vakum altinda daha
yiikksek degerde elektriksel alan elde edilebilir. Hava ortaminda 30 kV/cm degerinin
iizerine c¢ikildiginda kivilcim olusabilirken vakum altinda kivileim gdzlenmez. Daha
yiiksek elektriksel alan elektriksel kuvvetlerin polimer eriyiginin yiiksek viskozitesinin ve
elastisitesinin iistesinden gelmesini saglayacaktir. Cozeltiden elde edilen jetler gibi eriyik
jetleri de Taylor konisi olustururlar. Polimer eriyiginden ¢ikan jetlerin toplayici levhaya
hareket ederken hizi, ¢ozeltiden cikan jetlere kiyasla daha yavastir. Vakum ortaminda
olusan jetlerin katilagmasi1 ¢ozeltiden elde edilen jetlere kiyasla daha yavastir. Polimer
eriyigi ile elektro-cekim isleminde c¢oOziiciiye ihtiyag duyulmamasi bir avantaj

olusturmasina ragmen, literatiirdeki nanolif iiretim ¢aligsmalarinin ¢ok azi polimer eriyigi



kullanilarak yapilmistir. Bunun nedenleri polimer eriyiginden nanolif iiretiminin diisiik
verimli olmasi, daha karmagik cihazlara ihtiya¢ duyulmasi, az sayida polimerin test edilmis

olmasi ve bir¢ok polimerin termal stabilitesinin olmamasidir.

Polimer nanolifleri ¢ok ince olmalarma karsilik, bir¢ok polimer molekiiliinii ¢esitli
morfolojik formlarda igerirler. Birgcok biyolojik kolloidal partikiil ve kimyasal ajan,
polimer, polimer karisimi ya da kopolimer nanolifleri ile kaplanabilir. Polimer ¢ozeltisinde
disperse olan ya da ¢6ziinen bircok madde jetin i¢inde jetle birlikte hareket eder ve ¢oziicii
buharlasinca nanolifin i¢inde yer alir. Yesil floresan ile isaretlenmis albiimin molekiillerini

iceren polietilen oksazolin nanolifleri ile yapilmig bir calismada floresan mikroskop altinda

albiiminin nanoliflerde homojen dagildigi gézlenmistir (Resim 2.3) (Reneker ve Yarin,
2008).

Resim 2.3. Floresan isaretlenmis albumin igeren nanoliflerin floresan mikroskop goriintiisii

Polimer ¢ozeltisinde ¢ozilinebilen ya da siispande edilebilen her madde elektro-¢cekim
islemi i¢in uygundur. Eger partikiiliin boyutu nanolifin ¢capindan daha biiyiikse jet anlik
olarak partikiilii enkapsiile etmek i¢in genisler ve tekrar nano 6l¢ekli boyutuna geri doner.
Ornegin, polikaprolakton ve polietilen oksazolinin alkoldeki ¢dzeltisinde polen karigimi
hazirlanmis ve nanolifler elde edilmistir. Bu ¢alismada 10 mikrometre biiyiikliigiindeki
polenler, ¢cap1 100 nm olan nanolifler tarafindan enkapsiile edilmistir (Reneker ve Yarin,
2008) (Resim 2.4).



Resim 2.4. PCL/PEO nanoliflerine yiiklenmis polen goriintiisii (Reneker ve Yarin, 2008)

Bu nedenle elektro-¢ekim yontemi partikiilleri korumak, hiicreleri, organelleri, molekiilleri,
viriisleri, kolloidal partikiilleri, sivi damlaciklari, polenleri, sporlart ve diger birgok

biyolojik maddeleri polimer i¢ine enkapsiile etmek i¢in uygun bir yontemdir.

2.1.1. Elektro-cekim yontemine etki eden parametreler

Elektro-¢ekim yontemiyle elde edilen nanoliflerin morfolojilerine etki eden parametreleri
genel olarak ii¢ kisma ayirabiliriz. Bunlar polimer ¢ozeltisinin 6zellikleri, islem kosullari
ve ortam kosullaridir (Chronakis, 2010:264-266; Kanani ve Bahrami, 2010). Bu
parametrelerin hepsi liflerin morfolojilerine etki etmektedir. Dolayisiyla bu parametrelerin

kontrol altinda tutulmast ile istenilen 6zellikte ve ¢apta nanolifler elde edilebilecektir.

2.1.2. Polimer cozeltisinin 6zellikleri

Elektro-¢ekim yontemi ile nanoliflerin hazirlanmasinda dogal ya da sentetik polimerler
kullanilmaktadir. Bu amagla sik¢a kullanilan bazi polimerler ve ¢oziiciileri Cizelge 2.1°de

gosterilmistir.



Cizelge 2.1. Elektro-¢ekim isleminde kullanilan bazi polimerler ve ¢oziictileri

Polimer Coziicii

Polistiren Dimetil formamit (DMF)
Poli (3-hidroksibiitirat-ko-poli (3-hidroksivalerat)) | Kloroform

Polikaprolakton Diklorometan/DMF
Polietilen oksit Su/kloroform

Poli (metil metakrilat) Toluen/DMF

Seliiloz asetat Aseton

Naylon 6 DMF, m-krezol, formik asit
Polivinil kloriir DMF, tetrahidrofuran (THF)
Jelatin Glasiyal asetik asit
Polikarbonat ve poli iiretan Isopropil alkol, DMF, THF
Poliakrilonitril DMF

Polietilen teraftalat Diklorometan/trifloro asetik asit
Polietilen naftalat o-klorofenol/o-klorobenzen
Poli (etilen-ko-vinil asetat) Kloroform

Polilaktik asit Kloroform

Dekstran Su

Poli-I-laktit Diklorometan

Ipek Formik asit/heksafloro izoprapanol
Polivinil alkol Su

Kitozan Trifloroasetik asit
Polibenzimidazol N,N-dimetil asetamid

Poli (laktik asit)/poli (glikolik asit) Diklorometan
Konsantrasyon

Polimer ¢ozeltisinin konsantrasyonu lif olusumu sirasinda oldukc¢a onemli role sahiptir.
Diisiik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona gidildigi zaman asagidaki durumlar

olusacaktir: (Li ve Wang, 2013:15-28) (Resim 2.5)

1. Konsantrasyon ¢ok diisiik olursa polimerik mikro/nano-partikiiller olusabilir. Bu da
elektro-¢ekim yerine elektro-piiskiirtme isleminin gergeklesmesine neden olacaktir.

2. Konsantrasyon biraz daha yiiksek olursa boncuk ve liflerden olusan bir karigim
meydana gelecektir.

3. Konsantrasyon uygun hale geldiginde nanolifler olusacaktir.

Eger konsantrasyon c¢ok yiiksek olursa nano-olgekli degil heliks-yapili mikro-geritler

olusabilecektir.



Resim 2.5. Polimer konsantrasyonundaki artigin lif olusumu tizerine etkileri (Li ve Wang,
2013:15-28)

Genellikle polimer c¢ozeltisinin konsantrasyonundaki artis lifin yapisina giren madde
miktarm1 artiracagi i¢in lif capinda artisa neden olmaktadir. Ancak polimer
konsantrasyonundaki artisa bagli olarak viskozitenin artmasi ile akisin yavaslamasi sz
konusu olabilmektedir. Bu da igne ucunda damlanin kurumasma ve akisin durmasina

neden olabilir.

Molekiil agirligi

Polimerin molekiil agirliginin liflerin morfolojileri {izerinde 6nemli etkisi bulunmaktadir.
Molekiil agirhigr ¢ozeltideki polimer zincirlerinin karmasiklagmasini yansitmaktadir.
(Cozeltinin konsantrasyonunun sabit tutuldugu varsayilirsa polimerin molekiil agirligindaki
azalma ile olusan yapi, diizgiin lif yapisindan boncuklu yapiya doniisecektir. Molekiil
agirhigindaki artis diizgiin lif yapisinin olugsmasina, ancak yiiksek orandaki artis ise mikro-
serit yapisinin olusmasimna neden olacaktir. Resim 2.6‘da PVA’nin farkli molekiil
agirhigindaki tiplerinden %25 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerinden elde edilen

nanolif yapilar1 goriilmektedir (Koski ve digerleri, 2004; Zhao ve digerleri, 2005).



N oA BT P oo 2 g™ o
T S

seT e
E/7Y, 4”%’ “:‘.?;“f’:'; ;g%éﬁ ,..

1 ) Ve

s R e |

27y '56-0-.' Q,@ /)

’. ‘0”".’!.",'.’ {7 ﬁ ” ',k )

\vﬂ i;..: "télg‘f‘?’;f#?wxi‘éwﬁ‘ﬁé X
SIS O,

ol ._,,‘”’_.-._,-. b : ’
i&%‘..‘ﬁhg ‘t '&m ; q"A.nV:.,-lc A".?’ ".'l .i‘l;

Resim 2.6. Molekiil agirhigindaki degisimin lif olusumu iizerine etkileri a) 9000-
10000g/mol b) 13000-23000g/mol c¢) 31000-50000g/mol (Koski ve digerleri,
2004)

Viskozite

(Cozeltinin viskozitesi lif morfolojisinde kritik bir parametredir (Sukigara ve digerleri,
2003). Devamli ve diizgiin yapili lifler ¢ok diisiik viskozitede olugsmazlar. Ayrica ¢ok
yiiksek viskozite de ¢oOzeltinin akisini zorlastiracaktir. Dolayisiyla polimer ¢ozeltisinin
uygun viskoziteye sahip olmasi gerekmektedir. Genellikle ¢ozeltinin viskozitesi polimer
konsantrasyonu ile ayarlanabilmektedir. Polimer ¢dzeltisinin viskozitesinin diisiik oldugu
durumlarda elektro-¢ekim isleminde olusan jetlerde boncuk yapis1 gézlenmektedir. Ancak
polimer ¢dzeltisinin viskozitesindeki artisa bagl olarak nanolif yapist boncuksuz ve daha
homojen hale doniigsmektedir (Sekil 2.1). Bununla ilgili PEO nanolifleri lizerinde yapilmis
bir ¢alismada 13 cps viskoziteye sahip ¢ozeltiden boncuklu nanolifler elde edilirken
viskozite 1250 cps’ye ciktiginda diizglin yapida nanolifler elde edilmistir (Haider ve
digerleri, 2015).



11

(b) (© (C)
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Damlacik sekli Uzamis damlacik

Gergin damlacik Nanolifler

Artan viskozite

Sekil 2.1. Farkli viskozitedeki PEO ¢ozeltilerinden elde edilen nanolif goriintiileri (Haider
ve digerleri, 2015)

Yiizey gerilimi

Polimer ¢ozeltisinin ylizey gerilimi ¢ozeltinin bilesiminin bir fonksiyonu olarak elektro-
cekim isleminde Onemli bir role sahiptir. Farkli coziiciiler kullamilarak farkli yiizey
gerilimleri elde edilebilir. Genellikle jet olusumu igin polimer c¢ozeltisinin yiizey
geriliminin diisiik olmasi beklenmektedir. Yiizey gerilimini diigiirmek i¢in surfaktanlar
kullanilabilir. Cozeltinin konsantrasyonunun sabit tutuldugu varsayilirsa ¢ozeltinin yiizey
gerilimindeki azalmayla boncuklu lif yapisi diizgiin lif yapisina doniigebilecektir. Farkli
coziiciilerde %4 konsantrasyonda hazirlanan PVP nanolifleri Resim 2.7°de goriilmektedir
(Yang ve digerleri, 2004).
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Resim 2.7. Farkli ¢6ziiciilerle hazirlanmis PVP nanoliflerin SEM goriintiileri a) Etanol b)
Metilen kloriir ¢) Dimetil formamid (Yang ve digerleri, 2004)

Iletkenlik

Cozeltinin iletkenligi (kondiiktivite), hem Taylor konisinin olusumunda hem de lif ¢apinin
kontroliinde etkilidir. Diisiik iletkenlige sahip polimer ¢dzeltisi ile damla yapisindan Taylor
konisi sekline gecis saglanamaz ve elektro-cekim islemi gerceklesmez. iletkenligin artmasi
hem damla iizerindeki yiikiin artmasina hem de olusan nanolif ¢apinda azalmaya neden
olmaktadir. Kritik degerin iizerindeki iletkenlik degerlerinde de yine Taylor konisi
olusumu engellenmektedir. Cozeltinin iletkenligi genellikle polimer ¢esidi, ¢oziicii tiirii ve
tuz ilavesi ile degismektedir. Iyonik tuzlarin ilavesiyle ¢ozeltinin elektriksel iletkenligi
ayarlanabilmektedir. Iyonik tuzlarin ilavesiyle iletkenlikte artis ve lif capinda azalma
goriilebilir (Son ve digerleri, 2004). Iyonik tuzlarmn elektro-gekim islemine etkisi iki yolla
olmaktadir: i) polimer ¢ozeltisindeki iyon sayisini artirir ve bu da sivinin ylizey yiiki
yogunlugunu artirarak elektriksel alanda elektriksel kuvvet olusumunu saglar. i1) ¢zeltinin
iletkenligini artirarak ylizey boyunca tegetsel elektriksel alanin azalmasina neden olur.
Ancak bu tegetsel elektriksel alan ¢ok azalirsa, sivi lizerindeki elektriksel kuvvetler de
azalacak ve Taylor konisi olusumu aksi yonde etkilenecektir. Birgok ¢alismada iletkenligi
artirmak i¢in NaCl kullanilsa da sodyum fosfat, potasyum fosfat, benziltrialkilamonyum
kloriir gibi farkli tuzlarla yapilan ¢alismalar da mevcuttur (Haider ve digerleri, 2015).

Coziicli se¢imi

Diizgiin yapida ve boncuksuz nanoliflerin elde edilebilmesi i¢in 6nemli bir nokta da
polimer i¢in ¢oziicii se¢imidir. Coziicii se¢iminde iki temel durumun karsilanmasi
gerekmektedir. Ilki polimerin ¢dziiciide tamamen c¢oziinebiliyor olmasi, ikincisi ise

¢ozliciiniin buharlagsma noktasinin yiiksek olmamasidir. Coziiciiniin toplayici levhaya



13

gidene kadar hizla buharlagmasi aranan bir o6zelliktir. Ancak ¢ok hizli buharlasabilen
coziiciilerle yapilan elektro-¢ekim isleminde ¢ozeltilerin igne ucunda kurumasi s6z konusu
olmaktadir. Bu da ignenin titkanmasina yol agmaktadir. Yavas buharlasan ¢oziiciilerle ise
jetin toplayict levhaya ulasana kadar kurumadigi gozlenmektedir. Coziicii iceren

nanoliflerin toplayici iizerinde birikmesi nanolif yapisin1 bozmaktadir.

2.1.3. Islem kosullan

Uygulanan voltaj

Elektro-¢ekim isleminde uygulanan voltaj ¢ok 6nemli bir faktordiir. Polimer ¢6zeltisine
yiiksek voltaj uygulandig1r zaman igne ucundaki kiiresel damla formu bigimi bozulur ve
Taylor konisi sekline doniiserek kritik voltaj degerinde jetler olusur (Bkz. Resim 2.1). Bu
kritik voltaj degeri her polimer ve polimer karisimi i¢in farklidir. Uygulanan voltajin 1if
capina etkisi tartismalidir. Baz1 caligsmalarda polietilenoksit nanoliflerinin ¢apina voltajin
etkisinin oldugu bildirilmezken, bazi ¢aligmalarda artan voltaj degerinin lif ¢apini artirdigi
gosterilmistir (Li ve Wang, 2013). Yapilmis baska bir calismada ise lif ¢apinin voltaj
degeri ile azaldig1 bulunmustur (Haider ve digerleri, 2015). Lif capinin azalmasinin nedeni
polimer jetindeki yiiklerin birbirini itmesi ve lifin uzamasinin artan voltajla dogru orantili
olmasidir (Resim 2.8). Bazi arastiricilar ise yiiksek voltajin boncuk ve boncuklu nanolif
olusma riskini artirdigint gostermislerdir (L1 ve Wang, 2013). Artan voltajla lif ¢capinin
artmasi veya boncuk olugmasi Taylor konisi boyutunun kiigiilmesi ve ayn1 akis hizinda jet

hizinin artmasina bagl gelisen olaylardir.

Resim 2.8. Farkli voltaj degerlerinde hazirlanmis nanoliflerin SEM gériintiileri (Li ve
Wang, 2013)
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Polimer cozeltisi akis hizi

Polimer ¢ozeltisi akis hizi nanoliflerin morfolojisinde bir baska ©nemli islem
parametresidir. Tekdiize ve boncuksuz nanolifler polimer ¢ozeltisinin kritik akis hizi
degerinde olugmaktadir. Genellikle polimer ¢ozeltisinin yiiklenme siiresinin uzamasi ig¢in
daha diisiik akis hizi onerilmektedir. Akis hiz1 ¢ok yiiksekse liflerin toplayici levhaya
dogru giderken kuruma stiresi kisalacagi i¢in diizgiin lif yapisi yerine boncuk olusma
thtimali artacaktir. Yapilmis bir ¢calismada akis hizinin 0,40 ml/s yerine 0,66 ml/s olmasi
sonucunda boncuk olusumu gézlenmektedir (Li ve Wang, 2013) (Resim 2.9). Baska bir
caligmada da polistiren nanoliflerinin 0,10 ml/dak akis hizinda boncuklu, 0,07 ml/dak akis
hizinda boncuksuz nanolif yapisinda oldugu gosterilmistir (Haider ve digerleri, 2015). Akis
hizinda artis ve azalis nanolif yapisin1 ve ¢apini etkileyeceginden genellikle yeni jet
olusumunu saglayabilen minimum akis hiz1 tercih edilmelidir. Bu sayede Taylor konisi
yapisinin bozulmamasi saglanir. Akis hizinin az olmast durumunda igne ucunda Taylor
konisi olugamadan, jetin ignenin i¢inde olusmasi s6z konusudur. Bu sekilde olusan
nanoliflerin ¢capinda artis gézlenmektedir. Artan akis hizlarinda boncuk olusma ihtimalinin
yanisira serit benzeri yapilarin olugmasi da s6z konusu olmaktadir. Bu olay da yine
buharlasmanin  tam olmamasi ve jetin uzamasmin yeterli olmamasindan

kaynaklanmaktadir.

Resim 2.9. Farkli akis hizinda elde edilmis nanoliflerin SEM goériintiileri a) 0.40 ml/s b)
0.66 ml/s (Li ve Wang, 2013)

Toplayici kisim

Toplayic1 kisimlar genellikle yiiklenmis liflerin nétralizasyonunu saglamaktadirlar.
Toplayict kismin iizerine cogunlukla aliiminyum folyo kaplanmaktadir. Diiz plaka
haricinde doner silindir, doner disk ya da 1zgara kullanilarak yapilmis ¢alismalar mevcuttur

(Kozanoglu, 2006).
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Toplavici kisim ile enjektdr ucu arasindaki mesafe

Toplayict kisim ile enjektor ucu arasindaki mesafenin kisa olmasi durumunda liflerin
katilagmas1 i¢in yeterli siire olmayacak ve boncuklu nanolif yapilar olusabilecektir.
Yapilmis bir calismada mesafenin biraz uzamasi ile daha ince liflerin olustugu
gosterilmistir (Yuan ve digerleri, 2004) (Resim 2.10). Baz1 ¢alismalarda ise mesafenin

nanolif morfolojisine etkisi olmadig1 bildirilitken bazi caligmalarda ise mesafenin kisa

tutulmasi ile biiyiik ¢apli ve yapisi bozulmus nanoliflerin olustugu gozlenmistir (Li ve

Wang, 2013; Haider ve digerleri, 2015).

Resim 2.10. Farkli degerlerde toplayict kisim-enjektér ucu arasindaki mesafe ile elde
edilen nanoliflerin SEM goriintiileri (Yuan ve digerleri, 2004)

2.1.4. Ortam kosullar:

Elektro-¢ekim islemine etki eden ortam kosullarindan en énemlileri sicaklik ve nemdir (Li
ve Wang, 2013). Sicaklik polimer ¢ozeltisinin viskozitesine etki edebileceginden olusan

liflerin morfolojisi ve ¢aplar1 da degisebilecektir.

Diisiik nem, ortamda ¢dziiciiniin tamamen buharlagsmasini saglayabilir. Buna karsin yiiksek
nem ortaminda jet iizerindeki yiiklerin ndétralizasyonu sonucunda daha kalin lif capi
olusabilecektir. Ancak literatiirde tam tersi sonuglara da rastlanmistir. PVA ve PEO
nanolifleri ile yapilmis bir ¢alismada nem oraninin %4’ten %60’a ¢ikmasiyla lif ¢apinin
PVA i¢in 667 nm’den 161 nm’ye, PEO icinse 252 nm’den 75 nm’ye indigi gozlenmistir
(Haider ve digerleri, 2015). Ikili ¢oziicii karisimlar kullanilarak pordz nanoliflerin elde
edilmesinde de nem kosullar1 6nemli rol oynamaktadir. Bae ve digerlerinin (2013) yaptig1
bir ¢alismada ikili ¢oziicii karisimi olarak diklorometan:dimetilformamid (8:2) kullanilmis
ve pordz yapida nanolifler elde edilmistir. Nanolifler iizerinde porlarin olusmasi

coziiciilerin farkli buharlasma derecesine sahip olmasina baglidir. Diklorometan daha hizli



16

buharlagsmas1 nedeniyle nanolifler iizerinde terlemeye benzer soguma etkisi yaratmaktadir.
Sicakligin nanoliflerin ¢api tizerine birbirine ters etki yaratan iki etkisi s6z konusudur: i)
Coziicliniin buharlagsmas1 hizlanir. i1) Cozeltinin viskozitesi azalir. Her iki olay da lif

capinda azalmaya yol acacaktir.
2.2. Cekirdek/Kabuk Yapisindaki Koaksiyal Nanolifler

Iki farkli polimerin tek bir karisimdan elektro-gekimi yapilamiyorsa gekirdek/kabuk
yapisinda koaksiyal nanoliflerin hazirlanmasi distniilebilir. Cekirdek/kabuk yapisinda
hazirlanan koaksiyal nanoliflerde tek islem basamagi ile ¢ekirdekteki polimerin yiizeyi,
modifiye edilmis ya da kaplanmis olarak elde edilir. Baz1 maddeler molekiil agirliginin
diisiik, ¢coziintirliigiiniin sinirlt ve viskoelastik 6zelliklerinin istenilen diizeyde olmamasi
nedeniyle elektro-cekim islemi ile nanolif iiretimine uygun degildir. Iletken polimerlerin,
metallerin ve bazi dogal polimerlerin tek baslarina nanolif iiretimi saglanamaz. Bu
maddelerin nanoliflerinin hazirlanmasinda su yontem kullanilabilir. Once elektro-¢ekim
islemi yapilamayan veya lif olusturmayan materyallerin ¢ekirdek kisminda yer alacak
sekilde ¢ekirdek/kabuk yapisindaki nanolifleri hazirlanir. Daha sonra kabuktaki polimeri
cozebilen, fakat ¢ekirdekteki polimeri ¢ozmeyen bir ¢oziicii ile kabuk kismindaki polimer
uzaklastirilir. Bu sayede elektro-gekim islemi yapilamayan veya lif olusturmayan

maddelerin saf nanolifleri elde edilmis olur.

Cekirdek/kabuk  yapisindaki  nanoliflerin  hazirlanmasinda  iki  farkli  yontem

kullanilmaktadir.

1. Koaksiyal elektro-¢ekim yontemi

2. Emiilsiyon elektro-¢ekim yontemi
Bu yontemler kullanilarak,

1) Cekirdek/kabuk yapisinda iki bilesenli nanolifler,
i) Elektro-¢ekimi yapilamayan maddelerin nanolifleri,
iii) Ici bos (hollow) nanolifler,

iv) Mikropartikiil enkapsiile edilmis nanolifler elde edilmektedir.
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Koaksiyal nanolifler ilaglarin enkapsiilasyonunda kullanilmaktadir. Bu sayede cekirdek
icerisine yiiklenen ilacin kabuktan kontrollii salimi1 saglanabilir, yiizeyden ani salim
engellenebilir veya ilacin stabilitesinin artirilmasi1 saglanabilir. Kabuk materyalinden
kontrollii salimin saglanmasi1 amaciyla suda ¢oziinebilir polimerler ilave edilerek por ve

kanal olusumu saglanabilir.
2.2.1. Koaksiyal elektro-¢cekim yontemi

Koaksiyal elektro-¢ekim yontemi ile ¢ekirdek/kabuk yapisinda koaksiyal nanoliflerin elde
edilmesine 2003 yilinda baslanmistir (Sun ve digerleri, 2003). Koaksiyal elektro-¢cekim
yonteminde klasik elektro-¢ekim yonteminden farkli olarak iki ayri besleme tinitesi ve iki

kompartmanli koaksiyal baslik bulunmaktadir (Sekil 2.2).

Kabuk kismi polimer ¢ozeltisi

A4

Cekirdek kisma

é-po' e Cekirdek/kabuk polimer
gozeltilerinin Taylor konisi

Koaksiyal jet

Sekil 2.2. Koaksiyal elektro-¢ekim islemi (Li ve digerleri, 2010)

Klasik elektro-gekim yontemine benzer olarak koaksiyal elektro-¢ekim yonteminde de
elektriksel kuvvetler yardimiyla g¢ekirdek/kabuk yapisinda nanolifler olugsmaktadir. Ayri
ayr1 beslenen ¢ekirdek ve kabuk ¢ozeltileri koaksiyal basligin u¢ kisminda ¢ekirdek/kabuk
yapisinda damla olusturur. Voltaj uygulanmasi ile elektriksel alan olusturulur ve bu sayede

damlanin, 6zellikle kabuk kismini olusturan polimer ¢ozeltisinin yiizeyinde yiik birikmesi
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saglanir. Yiik miktarindaki degisime bagli olarak olusan damla Taylor konisi seklini alir ve
kritik voltaj degerinin {izerine ¢ikilmasiyla olusan jet, i¢ kisminda g¢ekirdek ¢ozeltisini de
stiriikleyerek toplayici levhaya hareket eder (Sekil 2.2). Koaksiyal baglik iizerinde olusan
cekirdek/kabuk yapisindaki damla ne kadar stabil olusmaya devam ederse, olusan
koaksiyal nanolifler de o kadar diizgiin yapida olur. Cekirdek/kabuk yapisinda olusan
jetler, toplayici levhaya dogru hareket ederken ¢ekirdek ve kabuk kisminin ¢oziiciilerinin

buharlagmasiyla toplayicida koaksiyal nanolifler toplanir.

Klasik yontemde {iiretimin kalitesine ve nanoliflerin morfolojisine etki eden ayni
parametreler koaksiyal iiretim yonteminde de etkilidir (Greiner ve digerleri 2006; Barnes
ve digerleri, 2007). Ancak koaksiyal nanolif olusumu klasik yonteme gore daha
karmagiktir. Cekirdek ve kabuk kismi olusturan polimer ¢dzeltilerinin igne ucunda temas
halinde olmalar1 ve ayni jet ile hareket etmek zorunda olduklari icin birbirleriyle
gecimsizlik dereceleri, fiziksel ve reolojik oOzellikleri ¢ok Onemli parametrelerdir.

Koaksiyal elektro-¢ekim islemi igin su kosullarin saglanmis olmasi gereklidir:

i) Kabuk ¢ozeltisinin elektro-¢ekiminin yapilabilir olmasi

i) Kabuk ¢ozeltisinin viskozitesinin daha yiiksek olmasi

iii) Kabuk ¢ozeltisinin iletkenliginin daha yiiksek olmasi

iv) Kabuk ve ¢ekirdek ¢ozeltileri arasinda yiizeylerarasi gerilimin diisiik olmasi

V) Diisiik buhar basincina sahip ¢oziiciiler kullanilmasi

Koaksivyal elektro-cekim islemine etki eden parametreler

Konsantrasyon

Klasik elektro-cekim yonteminde konsantrasyonun artmasi olusan jete giren madde
miktarmni artirdigr i¢in lif capini artirmasi beklenir. Ayn1 nedenle koaksiyal elektro-¢cekim
yonteminde de lif capinin artmasi beklenir. Zhang, Huang, Xu, Lim ve Ramakrishna
(2004) yaptiklar1 bir calismada, kabuk ¢o6zeltisinin konsantrasyonu sabit tutulurken
cekirdek c¢ozeltisinin konsantrasyonunun artmasinin, hem lif ¢apin1 hem de nanolifin
cekirdek kisminin ¢apini artirdigi bulunmustur. Baska bir c¢alismada da ¢ekirdek
cozeltisinin konsantrasyonu sabit tutulurken, kabuk ¢ozeltisinin konsantrasyonunun

artmast lif capinda artisa neden olmustur (He ve digerleri, 2006).
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Viskozite

Koaksiyal nanolif liretiminde kabuk kismi olusturan polimer ¢ozeltisi ¢ekirdegin etrafini
sarar ve ona kilavuzluk eder. Kabuk c¢ozeltisinin viskozitesinin, Taylor konisi olusurken
cekirdek c¢ozeltisi lizerine viskoz stres yaratarak onun da seklini degistirecek degerde
olmasi gereklidir (Diaz ve digerleri, 2006). Bu nedenle kabuk ¢ozeltisinin viskozitesi kritik

bir parametredir.

Lletkenlik

Cekirdek ve kabuk kismi olusturan polimer c¢ozeltilerinin iletkenlik degerlerindeki
farkliliklar koaksiyal nanoliflerin olusmasma etki eden parametrelerdendir. Cekirdek
¢ozeltisinin iletkenliginin kabuga gore daha yiiksek olmasi, elektriksel alanda daha hizli
hareket etmesine neden olacagindan, cekirdek/kabuk yapinin bozulmasia yol acacaktir
(Yu ve digerleri, 2004). Kabuk kismi1 olusturan polimer ¢ozeltisinin iletkenliginin yiliksek
olmasi ise ¢ekirdek/kabuk yapiyr bozmayacak ama ¢ekirdek lizerindeki kayma geriliminin
artmasindan dolay1r daha ince capta ¢ekirdek yapinin olusmasina neden olacaktir (Li ve
Xia, 2004). Ayrica ¢ekirdek kismi olusturan ¢ozeltinin iletkenligi elektro-¢ekim islemine
engel olusturacak sekilde ¢ok diisiikse, yiiksek iletkenlige sahip kabuk kismi ¢ozeltisi ile

koaksiyal nanolif tiretimi gerceklestirilebilecektir.

Coziicti secimi

Basarili bir elektro-cekim islemi i¢in koaksiyal bashigin ucunda iki polimer c¢ozeltisi
karsilastiginda polimerin ge¢imsiz oldugu ¢oziiciide ¢cokmemesi/katilasmamasi gereklidir
(Yu ve digerleri, 2004). Ayrica c¢ekirdek ve kabuk ¢ozeltileri arasindaki yiizeylerarasi
gerilimin, Taylor konisi olusumu i¢in diisliik olmasi istenir. Baz1 aragtirmacilar iki sivinin
birbiri ile temasi halinde karigmalari i¢in gereken siirenin elektro-¢ekim isleminin
gerceklestigi siireden ¢ok kisa oldugunu savunmaktadir (Sun ve digerleri, 2003). Ornegin,
ayn ¢oziicli igerisinde PEO’nun farkli konsantrasyondaki ¢ozeltileri ¢ekirdek ve kabuk
kismin polimer ¢ozeltileri olarak kullanilmis ve koaksiyal nanolifler elde edilmistir (Sun
ve digerleri, 2003). Buradaki nanolif olusum mekanizmasi, ¢ekirdekte ve kabukta ayni
¢oziici kullanilmasi nedeniyle ylizeylerarasi gerilimin diisiik olmasina baglanmistir. Buna

karsilik baska bir grup arastirmaci c¢ekirdek ve kabuk polimerlerinin karigabilecegi ve
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koaksiyal yap1 olusamayacagini gosteren ¢alismalar yapmiglardir (Li ve Xia, 2004). Ancak
baz1 caligmalarda cekirdek ve kabuk kismi i¢in ayni polimer ¢dzeltisi kullanilsa ya da
polimer c¢ozeltileri karisabilir Ozellikte olsa bile koaksiyal nanolifler olusabilecegi
gosterilmistir (Huang ve digerleri, 2005; Li ve digerleri, 2005; He ve digerleri, 2006; Wang
ve digerleri, 2006). Koaksiyal {iretim yonteminde ilag¢ ve polimerin etkilesiminin iyi olmasi
sart degilken, ayrisma olmamasi i¢in yiizeylerarast uyumun iyi olmast gerekmektedir
(Tiwari ve digerleri, 2010; Zupancic ve digerleri, 2016). Polimerlerin diger ¢oziici ile
karsilagtiginda katilagsmasi ya da ¢okmesi nanolif iiretimini engelleyecek bir durumdur. Bu

nedenle ¢oziicii ve polimer sistemlerinin se¢iminde dikkatli olunmalidir.

Uygulanan voltaj

Cekirdegi olusturan polimer ¢ozeltisine, kabugu olusturan polimer ¢6zeltisine gore daha
diisiik voltaj uygulandiginda nanolif iiretimi saglanabiliyorsa, iiretim esnasinda koaksiyal
damla yapis1 olusmadan dogrudan ¢ekirdek kismin polimer ¢ozeltisinden jetlerin olusumu
gerceklesebilir. Bu durumda koaksiyal nanolifin kabuk kisminda yer alacak polimer,
yapiya giremeyecektir. Literatiirde uygulanan voltajin ¢ekirdek/kabuk yapisina etkisi
iizerine yapilmis sadece bir ¢alismaya rastlanmistir. Li ve Xia (2004) tarafindan yapilan

calismada uygulanan voltajin artmasiyla lif ¢apinin azaldig1 gosterilmistir.

Polimer cozeltisi akis hizi

Polimer cozeltilerinin akis hizlarmin uyumlu olmasi1 da c¢ekirdek/kabuk yapinin
olusmasinda en Onemli parametrelerdendir. Her iki ¢ozeltinin de viskozite degerlerine
uygun olarak birbiri ile uyumlu akis hizinda beslenmesi sarttir (Yu ve digerleri, 2004;
Wang ve digerleri, 2006). Cekirdek kismi olusturan polimer c¢ozeltisinin akis hizinin
kabuga gore cok yavas olmasi durumunda koaksiyal nanoliflerin homojen olusmasi
saglanamayacaktir. Cekirdek kismi olusturan polimer ¢ozeltisinin akig hizinin kabuga gore
cok hizli olmasit durumunda ise Taylor konisi yapisinin boyutu biiyiiyeceginden igne
ucunda karakteristik damla yapisi olusamayacak ve iki sivinin birbirine karigsmasi soz
konusu olacaktir. Bu nedenlerden dolay:1 ¢ekirdek ¢ozeltisinin akis hizinin kabuga gore

daha az olmasi tercih edilmektedir.
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2.2.2. Emiilsiyondan elektro-cekim yontemi

Koaksiyal elektro-¢cekim yontemi disinda, polimer ¢dzeltileri yerine emiilsiyon kullanilarak
klasik yontemle koaksiyal nanoliflerin elde edilmesi de miimkiindiir (Xu ve digerleri,
2005).

2.3. Nanoliflerin Karakterizasyon Calismalari

Nanoliflerin karakterizasyon caligsmalar1 temel olarak morfolojik ve mekanik o6zellikleri
incelenerek yapilmaktadir. Bu parametreler, 6zellikle nanoliflerin biyomedikal alandaki

uygulamalarinda anahtar role sahiptir.

2.3.1. Morfolojik ozelliklerin incelenmesi

Nanoliflerin morfolojik 06zellikleri temel olarak goriintiileri incelenerek, temas agisi,
porozitesi - por c¢ap1 ve spesifik yiizey alami Ol¢iimleri yapilarak belirlenmektedir.
Nanoliflerin goriintiilemesi 151k mikroskobu, taramali elektron mikroskobu (SEM),
transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve atomik kuvvet mikroskobu (AFM)
kullanilarak yapilmaktadir. Nanoliflerin goriintiileme islemlerinde farkli bolgelerin
goriintiilerinin alinabilmesi, farkli bolgeler arasinda karsilasgtirma yapilabilmesine imkan

Verir.

Isik mikroskobu

Nanoliflerin 151k mikroskobu ile goriintiilenmesinin avantajlari sunlardir:

e Ormnek hazirlamasi kolaydir.

e Kullanilan cihaz diger goriintiileme cihazlarina gore daha ucuzdur.

e Goriintiileme atmosferik basing altinda yapilmaktadir.

e Orneklerin kuru olmasma ihtiyag yoktur. Bu nedenle polimer orneklerinin sisme
durumlarinin takibi agisindan uygundur.

e Uretim sirasinda nanoliflerin 6n incelemesi agisindan uygundur (Amiraliyan ve

digerleri, 2009).
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Isik mikroskobu kullanilmasinin dezavantaji ise uygun cihazlarda en fazla 200 nm’ye

kadar goriintii alinabilmesi nedeniyle detayli olarak incelemeye imkan vermemesidir.

Elektron mikroskobu

Elektron mikroskobu goriintiileri nanoliflerin elektron 1sin1 ile etkilesimi sonucu elde
edilmektedir. Bu etkilesime elektron enerjisi, Ornek yogunlugu, Ornek yiizeyinin
topografisi gibi bircok faktor etki etmektedir. Nanoliflerin yapisi iki farkli elektron

mikroskobu kullanilarak incelenmektedir.

Taramal: elektron mikroskobu

Nanoliflerin SEM goriintiileri alinarak ortalama lif ¢capt hesaplanmasi ve lif yerlesiminin
incelenmesi (rasgele, paralel) yapilabilmektedir. SEM goriintiilemesi nanoliflerin keskin
resimlerini alabildigi i¢in yap1 ve lif ¢cap1 Ol¢limleri hakkinda detayl bilgiler vermektedir.
Literatiirde farkli {iretim parametrelerinin lif ¢apina etkisi genellikle 100 farkl lif ¢apinin
Olciim sonuclarinin  karsilastirilmast ile arastirillmaktadir. SEM ile c¢apraz kesit
goriintiilerinin alinmasi ile nanolif kalinlik dl¢timleri de yapilabilmektedir. SEM cihazinda
enerji dagilimli X-151n1 spektroskopisi (EDX) aparatt bulunuyorsa nanoliflerin yapisindaki

elementlerin yiizdelerinin hesaplanmasi da miimkiindiir.

SEM goriintiilemesinin en 6nemli dezavantaji islemin vakum altinda gerceklesmesidir.
Ornegin kuruma esnasinda yapida énemli degisikliklere yol acabilir. Buna karsilik diisiik

basing altinda yapilan SEM goriintiilenmesi ile bunun 6niine gegilebilmektedir.

Transmisyon elektron mikroskobu

Nanoliflerin TEM goriintiileri grid (6zel bir 1zgara) iizerine toplanan nanoliflerden elde
edilmektedir. Grid T{zerine toplanan nanolif miktarinin ¢ok az ve ince olmasi
gerekmektedir. TEM goriintiileri genellikle nanoliflere inorganik madde yiiklendiginde ya

da ¢ekirdek/kabuk yapisindaki nanoliflerin goriintiilerinin alinmasinda kullanilmaktadir.
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Atomik kuvvet mikroskobu

Nanoliflerin atomik kuvvet mikroskobundaki goriintiileri yiizeye ¢ok yakin mesafede
hareket eden tip yardimi ile elde edilmektedir. AFM ile diger yontemlere kiyasla c¢ok
yilksek  ¢oziintirliikte  goriintiler elde edilebilmektedir. Elektron mikroskobu
yontemlerinden farkli olarak, nanoliflerin suda ve diger organik ¢oziiciilerdeki davranislari
vakum uygulanmadan ve 1slak numunelerin goriintiileri alinarak incelenebilmektedir.

(Stachewicz ve Barber, 2011).

Civa porozimetrisi

Civanin kat1 materyalleri 1slatmamasina dayali bir 6l¢iim yontemi olan civa porozimetrisi
diisiik (maks. 50 psi) ya da yiiksek basing uygulanarak yapilmaktadir. Uygulanan basing
nanoliflerin porlarina penetre olan civa miktarmi etkilemektedir. Olgiim sirasinda
uygulanan basing ve nanoliflerin i¢ine giren civa hacminden hareketle toplam gdzeneklilik
Ol¢iimleri yapilabilmektedir. Uygulanan basincin artmasi civanin daha kii¢iik porlara
girmesini saglamaktadir. Ancak yontemin dezavantaji nanolif 6rneginin 6l¢lim sirasinda
kati olmast ve sekil degistirmemesi gerekliligidir. Ancak nanoliflerin i¢yapist diger
nanofibréz materyallere gore diisiik civa basincinda bile sekil degistirebilecek kadar
dayaniksizdir. Bu nedenle dl¢iimler arasi farkliliklar gbzlenebilmektedir. Ancak literatiirde
civa porozimetrisi ile gozenekliligin 6lciildiigli calismalar mevcuttur (Ryu ve digerleri,

2003; Kwon ve digerleri, 2005; Ko ve digerleri, 2006).

BET vyiizey alani 6lciimleri

BET yiizey alan1 6l¢iimleri poréz materyallerin spesifik ylizey alani Olclimleri igin
Brunauer, Emmett ve Teller isimli arastirmacilarm bulduklari bir yéntemdir. Olgiimlerin
temelinde O6rnek ylizeyine gaz molekiillerinin fiziksel adsorbsiyonu s6z konusudur. BET
yontemi ile spesifik yiizey alani dl¢limleri disinda nanoliflerin yiizeyine inorganik ya da
organik madde adsorbsiyonunun etkileri arastirilabilmektedir. Civa porozimetrisi ile hatali
Olctimler s6z konusu oldugu i¢in por capi dagilimi icin BET yontemi daha cok

kullanilmaktadir (Ryu ve digerleri, 2003; Pham ve digerleri, 2006).
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Temas acis1 6lcimleri

Temas agis1 Olgiimleri nanoliflerin 6zellikle doku miihendisligi ve filtrasyon alanlarinda
kullannmi  s6z konusu oldugunda o©n plana ¢ikmaktadir. Nanolif yiizeyinin
hidrofilik/hidrofobik karakteri canli doku ile etkilesimini etkilemektedir. Yiizeyin
hidrofilikligini 6lgmek i¢in en ¢ok kullanilan yOntem temas acist yontemidir. Nanolif
yiizeyinin temas agis1 derecesi nanolifin kimyasal bilesimi ve ylizey yapisi ile de ilgilidir.
Literatiirde temas agis1 Olglimleri ile nanoliflerin ylizey Ozelliklerinin arastirildigi
calismalar yapilmustir (Sirc ve digerleri, 2012). Wenzel modeline gore nanoliflerin genis
yiizey alan1 nedeniyle damlatilan su ile kati1 arasinda daha fazla ylizeylerarasi enerji
olusmasi suyun daha ¢ok bosluga yayilmasina neden olacaktir. Cassie-Baxter modeline
gore porlardaki hava bosluklari nedeniyle su porlarin i¢ine girmeyecektir. Her iki nedenden
dolay1 ayn1 nanolif 6rneginin temas agis1 6lgiimleri arasinda farklilik olusabilir. Dolayisiyla
pordz, su ile sisebilen, deforme olabilen nanoliflerin temas agis1 dlgtimleri yapilirken daha

dikkatli olunmalidir.

2.3.2. Mekanik ozelliklerin incelenmesi

Nanoliflerin mekanik 06zelliklerinin kullanim amaglarina bagli olarak belli degerlerde
olmas1 gerekmektedir. Nanoliflerin mekanik 6zellikleri hem kimyasal bilesimine hem de
1if ¢api, lif yerlesimi ve porozite gibi 6zelliklerine baghdir. Kiiglik ¢apli liflerin mekanik
ozelliklerinin artmis olmasi molekiiler zincirlerin diizenli olmasina ve kristalinitedeki artisa
baghdir. Kiigiik lif ¢apinda fibriler yap1 kendisini eksenle ayn1 hizaya getirmekte ve bu da
mekanik yapimin kuvvetlenmesinde rol oynamaktadir. Lif ¢apinin artmasina baglh olarak
fibriler yap1 tekrar yonlenir ve eksen hizasinda bozunmalar baglar. Bu da mekanik
ozelliklerin azalmasina yol acabilmektedir (Baji ve digerleri, 2010). Elektro-¢ekim
isleminde ¢ok kisa siirede gergeklesen bu olaylar zinciri polimer konsantrasyonu, ¢oziicii
secimi, ¢Ozeltinin iletkenligi ve c¢ozeltinin akis hizi parametreleri ile kontrol altina

alinabilir.

Genel olarak rasgele yerlesmis nanoliflerin gerilme kuvveti paralel yerlesmis nanoliflere
gore daha diisiiktlir. Nanoliflerin yerlesiminde paralellik derecesinin artirilmasi
toplayicinin doniis hizinin artirilmasi, igne ucu-toplayict mesafesinin artirilmast ve diisiik

akis hizinda saglanabilir. Yapilmis bir ¢alismada PCL nanoliflerinin gerilim kuvvetinin
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rasgele yerlesimde 2,21 MPa, paralel yerlesim durumunda ise 3000 rpm’de 4,21 MPa ve
6000 rpm’de 9,58 MPa oldugu bulunmustur (Thomas ve digerleri, 2006).

Por ¢ap1 ve porozitenin nanoliflerin mekanik kuvveti lizerine etkisi ters orantilidir. Yiiksek
poroziteye sahip nanoliflerin mekanik 6zellikleri daha koétidiir (Rnjak-Kovacina ve
digerleri, 2011).

Nanoliflerin mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi i¢in ¢ekme testi (tensile test) ya da bilkkme
testi (bending test) yapilmaktadir. Cekme testleri mekanik 6zelliklerin incelenmesinde en
etkili yontemdir. Bu yontemle elde edilen gerilme-sekil degistirme egrileri (stress-strain
curve) sayesinde gerilim kuvveti, Youngs modulus, kopma uzamasi gibi parametreler

hesaplanmaktadir.

2.4. Nanoliflerin Farmasotik Teknoloji Acisindan Avantajlari

Ilag tastyici sistemlerde elektro-gekim ydntemi ile elde edilen nanoliflerin kullaniimasina
yonelik ilk c¢aligma 2002 yilinda Kenawy ve arkadaslart tarafindan yapilmistir. Bu
calismada PLA ve PEVA polimerlerine tetrasiklin yiiklenerek piyasa preparati ile
karsilastirma yapilmistir (Kenawy ve digerleri, 2002). Daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarda ise elektro-cekim yontemi ile hazirlanan nanolifler oral, sublingual, hizl

dagilabilen, transdermal ve implant ila¢ tasiyici sistemlerde kullanilmistir (Yu ve digerleri,
2009a).

Ilag yiiklii nanolifler temel olarak polimer/ila¢ karisimi hazirlanarak, fiziksel adsorbsiyon
ve koaksiyal elektro-cekim islemleri ile elde edilmektedir. Bu yontemlerin avantajlari
Cizelge 2.2°de gosterilmistir. Bu yontemlerin disinda ilag yiiklii nanoliflerin polimer

¢ozeltisi yerine emiilsiyondan elde edilmesi de miimkiindiir (Xu ve digerleri, 2005).
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Cizelge 2.2. Nanoliflere ila¢ yiikleme yontemleri ve avantajlar1 (Tort ve Acartiirk, 2015)

Elektro-gekim sonrasi modifikasyon

-
g 1. Eiira- - L]

g

g adsapapa -
- L]

ilu(;.fpi:llmlr kangiminin elekiro-gekimi

llagipalimer ka -
- lag{palimer kangmminn » .

i re-gakini
.

—*

Cekirdek-kabuk elektro-gekim

Koaksiyel elektro-gekim ile ilag/polimer gekirdek ve
palimer kabuk

Koaksiyal alekim-gukim
S
e

~

<

Vi

N7 T & sl

llag yikleme teknigi

® Ik &nce polimer gozelfisinin elektro-pekimi
iglemi gergeklegtiiir. Manolit matris
clugtuktan sonra ilag yikdeme basamagina
qgecilebilir

= Manolif matnise ilag kovalent bajlarla yik-
lenebilir

= Kovalent modifikasyon ilag
adsorpsiyonundan sonra

permeklegtinlabilir

® |lag pBzeftisinin, emilsiyonunun ya da
sspansiyonunun ya da sispansiyonunun,
paolimer ¢ozeltisi il kangtinlarak elaktro-gekim
iglami pergeklagtirbebilir

* llag ve polimerin elektro-gekim igleminden
Gnee kovalent baglanmasi sadlanabilie

" Elekfro-gekim igleminde ilag/palimer
gekindek yapisin olustururken, ig kisim bagka
bir polimer ile kabuk seldinde kaplanabilir

Avantajlar

® pyni matrise farkh tarkd ilaglann
yiklenebilmesi saglanabilir

= llag elekiro-gekim igleminden
etkilenmez

= Daha az kayp sajlanabilir

= Uzatilrmig ilag salimi saglanabili

= Matris-ilag etkilegimi ile farkl salim
profillen olugturulabilir

= Modifiye ilag salims saglanabili

= Elaktro-pekim islemi dorudan etk
aoniimesi istenen blgede gargeklagtiriebilic
= Uzatimg ilag salimi sajlanabilie

® Modifiye ilag salhimi saglanabiic
® |lac elekiro-secim igleminde korunmaktadir

" Elekiro-gakim igleming uygun olmayan
laglar pekirdek kismina yiklanerek
elektro-gakimi saglanabilic

Fiziksel yiizey adsorbsiyonu nanoliflere ila¢ yiiklemede kullanilabilecek en basit

uygulamadir. Yiizey adsorbsiyonunda genellikle elektrostatik etkilesimler, hidrojen

baglari, hidrofobik etkilesimler ve Van der Waals etkilesimleri rol oynamaktadir (Yoshida

ve digerleri, 2006). Cesitli protein molekiillerinin nanoliflere adsorbsiyonu amaciyla

heparin yiiklii nanolifller kullanilmistir (Joung ve digerleri, 2008; Yoo ve digerleri, 2009;
Lee ve digerleri, 2012; Wang ve digerleri, 2013).
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Ilag-polimer karisimindan nanoliflerin elektro-gekimi en ¢ok kullanilan ilag yiikleme
yontemidir. Bu yontemde ilag ve polimer ¢ozeltisinden yapilan elektro-¢ekim islemi ile
ilag yiiklenmis nanolifler elde edilmektedir (Akduman ve digerleri, 2016). Bu yontemde
polimer c¢ozeltisine ilag yiiklenmesi polimer ¢ozeltisinin fizikokimyasal Ozelliklerini
degistirdigi icin saf polimer nanoliflerinin 6zelliklerinin degigsmesi s6z konusu olmaktadir.
Omegin asetik asit igindeki poli (maleik anhidr-alt-2-metoksietilvinileter) ¢dzeltisine
diklofenak sodyum eklenmesi ¢o6zeltinin elektriksel iletkenligi azaltmis ve bu da
nanoliflerin ¢apinda azalmaya yol agmustir (Piras ve digerleri, 2006). Polivinil alkol
cozeltisine meloksikam ilavesi viskoziteyi artirdigl i¢in nanolif ¢apinda artis s6z konusu
olmustur (Ngawhirunpat ve digerleri, 2006). Bu yontemin diger yontemlere gore daha
kolay olmasina karsilik bazi dezavantajlar1 vardir. Polimerin fizikokimyasal 6zellikleri ve
ilag molekiilleri ile etkilesimi ilag ylikleme kapasitesini, ilacin nanoliflerde dagilimini ve
ilag salim kinetigini etkileyebilir (Zamani ve digerleri, 2013). Ornegin etkin maddenin ve
polimerin ge¢imsiz olmasi ilacin nanoliflerin yilizeyine itilmesine ve ani salim (burst effect)
gozlenmesine neden olabilir (Zeng ve digerleri, 2005). Polimer karisimi ile nanoliflerin
hazirlanmasinda kontrollii salim elde edilmesi isteniyorsa hidrofilik-hidrofobik polimer
karisimlar1 onerilmektedir. Hidrofilik polimer olarak jelatin, PEG veya PVA kullanilabilir
(Xu ve digerleri, 2009; Jannesari ve digerleri, 2011; Meng ve digerleri, 2011a).

Koaksiyal elektro-cekim yontemi Ozellikle kontrollii salim istendiginde veya etkin
maddenin dis ortamdan korunmasi istendiginde uygulanabilen ilag yiikleme
yontemlerindendir (Saraf ve digerleri, 2010). Bu yontemin ilag yiiklemede asil avantaj
birbiriyle karismayan iki polimer ¢ozeltisinin ayni1 anda kullanilmasina imkan vermesidir.
Koaksiyal iiretim yontemi ile gen ve biiylime faktorleri, antibiyotikler, antioksidan ilaclar,
steroidlerle yapilmig ¢aligmalar mevcuttur (He ve digerleri, 2006; Huang ve digerleri,
2006; He ve digerleri, 2009; Xu ve digerleri, 2013).

Bu yontemlerin disinda elektro-¢ekim islemi sonrasi kimyasal immobilizasyon yapilarak
ilaglarin nanoliflere yiiklenmesi de miimkiindiir. Polimer bazli nanoliflere ila¢ yiiklemeyle

ilgili ¢alismalar son yillarda artarak devam etmektedir (Cizelge 2.3) (Goonoo ve digerleri,
2014).
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Cizelge 2.3. ilag yiiklii nanolif uygulamalarina 6rnekler (Goonoo ve digerleri, 2014)

. . Yiikleme .
Polimer Ilag Yéntemi Hayvan Modeli  Uygulama
Polimer/ila AL
PCL Ornidazol ¢ Sican adhezyondan
karigimi
korunma
Polimer/ila Peritendin6z
Poli-I-laktid Ibuprofen ¢ Ligorin tavuk adhezyondan
karigimi
korunma
. . Abdominal
PLGA ve PEG-  \1otoxin el Sigan adhezyondan
b-PLA karisimi karigim
korunma
PLA Dikloroasetat Polimer/llag Fare Serv_lkal
karisimu karsinom
PLA Hidroksikamfotesin © olimer/llag Fare Kanser tedavisi
karigimi
Oksaliplatin, ‘
PGA/Jelatin 6kovorin, Polimer/llag Sican Kanser tedavisi
irinotekan, karigimi
florourasil
Kitozan/PLA Doksorubisin el Hamster Kanser tedavisi
karigimi
: Polimer/ilag -
PLGA Paklitaksel Fare Kanser tedavisi
karigimi
PCL Paklitaksel Folftiniile Képek Kardiyak
karisimi daralma tedavisi
PCL-b-PEG Epidermal bitylime - Yizey Fare Diyabetik iilser
faktorii modifikasyonu
Kitozan/PVA Lizozim oliianerl Lo Sican Yara iyilesmesi
karigimi1
PCL-b- Epidermal biiyiime Yiizey .. :
PEG/PCL faktori modifikasyonu Fare Yara iyilegmesi
- Fiziksel .. :
PVA Neomisin adsorbsiyon Sican Yara iyilesmesi
C Polimer/ilag . .
PLGA Fusidik asit Sican Yara iyilesmesi
karisimi1
PVA/PCL Utrielel . e lHoliimellag Albino tavsan ~ Glokom
dorzolamid karisimi
PLGA F_u3|d|I§_ asit ve Polimer/Ilag Fare/sican Enfeksiyondan
rifampisin karigimi korunma

Farmasotik teknolojide nanoliflerin baslica avantajlar1 ilacin ¢6ziiniirliik/¢6ziinme hizinda
artis saglamasi, lokal uygulamaya elverisli olmasi, salim hizinin ayarlanabilir olmas1 ve

ilacin stabilitesini artirmasidir.
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2.4.1. Coziiniirliik/¢6ziinme hizi artisi

Cozilintrliigii disiik olan birgok ilacin biyoyararlanimi da diisiik olmaktadir. Elektro-¢ekim
islemi ile hidrofilik polimerler kullanilarak hidrofobik ila¢ igeren nanolifler hazirlanabilir.
Elektro-¢ekim islemi ¢ok hizli gergeklestigi igin etkin madde molekiiler boyutta dagilmaya
ve amorf durumda olmaya zorlanacaktir (Kenawy ve digerleri, 2009). Bir¢ok calismada
elektro-cekim isleminin ilacin ¢oziiniirliigiinde artis sagladigi gosterilmistir. Yu ve
digerlerinin (2009a, 2009b) yaptiklar1 caligmalarda polivinil pirolidon nanoliflerine
yiiklenen ibuprofenin amorf durumda oldugu gosterilmistir. Hazirlanan nanolifler suda 8
saniye igerisinde dagimstir. Ibuprofen/PVP orani degistirilerek, %60-85 oraninda
yiiklenen ibuprofenin 20 saniye igerisinde salimi gergeklesmistir. Bir baska ¢alismada ise
PVP’ye yiiklenen ketoprofenin suda 30 saniye icerisinde salindigir gosterilmistir (Yu ve
digerleri, 2010a) Antiinflamatuvar ilaglar disinda antibiyotikler de diisiik ¢oziiniirliige
sahiptir. Metronidazoliin, poli (etilen glikol-ko-laktit) polimerine yiiklenmesi ile
¢oOziiniirliglinde artis saglanmistir (Yang ve digerleri, 2009). Suda ¢oziiniirliigii olmayan
shikonin isimli bitki ekstresinin polikaprolakton/poli (trimetilen karbonat) polimerine
yiklenmesi ile yiiklenen ilacin 30 dakikada %20’den fazlasinin salimmin oldugu
gosterilmistir (Han ve digerleri, 2009). Ayrica kurkumin, kuersetin, helsit ve ursolik asit
gibi bagka maddelerle yapilmis ¢oziiniirliik artirma caligmalari da mevcuttur (Yu ve

digerleri, 2010b; Peng ve digerleri, 2011, Birer ve digerleri, 2015).

Oral yoldan kullanilabilecek ila¢ yiiklii nanolifler ¢6ziiniirliik ve etkinin hizli baglamasi
gibi avantajlar sunmaktadir (Seager, 1998, Liang ve Chen, 2001; Yu ve digerleri, 2009a;
Ignatious ve digerleri, 2010; Nagy ve digerleri, 2010; Kapahi ve digerleri, 2015). Agizda
hizla dagilabilen nanolif uygulamalarina PVA/kafein ve PV A/riboflavin nanolifleri 6rnek
verilebilir (Li ve digerleri, 2013). Bu nanoliflerin 1slanma siiresi yaklasik 4,5 saniyedir.
(Cozlinme hiz1 ¢calismalarinda kafeinin 60 saniyede tamaminin, riboflavinin ise %40’ min
¢oziindiigii gosterilmistir. Ibuprofen yiiklii nanoliflerle yapilmis baska bir calismada ise
ilag polimer oran1 1:2 ve 1:4 iken ilk 20 saniyede % salim orami 84,9°dan 58,7’ye

diismiistiir (Yu ve digerleri, 2009a).
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2.4.2. Lokal uygulama

Topikal yoldan ilag tasiyict sistemlerin kullanilmasinin artirilmig hasta uyuncu, gastrik
iritasyon olmamasi, ilk gecis etkisinin bulunmamasi gibi avantajlar1 bulunmaktadir
(Monkhouse ve Huq, 1988). Nanoliflerin topikal yoldan uygulamalari ile ilgili vitamin,
antioksidan, biiylime faktorii, antibiyotik ve antiinflamatuvar ajanlarin yiiklenerek yapildig:
caligmalar mevcuttur (Xie ve digerleri, 2005; Kim ve digerleri, 2006; Shi ve digerleri,
2013). Choi, Leong ve Yoo (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada EGF yiiklii nanoliflerin EGF

coOzeltisine gore yara iyilestirici etkisinin daha iyi oldugu gosterilmistir.

Yara iyilesmesinde nanoliflerin lokal yoldan kullanilmasimin amaglart yaranin eksojen
mikroorganizmalardan korunmasi, eksiida absorbsiyonu, nem olusturmasi ve gaz
aligverisine imkan saglamasi, kozmetik a¢idan uygun olmasi, yara iyilesmesini
hizlandirmas1 nedeniyledir (Zhang ve digerleri, 2005a). Inert yara &rtiilerinin
enfeksiyonlardan korumayi tam olarak saglamamasi nedeniyle antibiyotik igeren yara
orttilerinin kullanilmasi daha uygundur. Nanolifler yiliksek yiizey alani sayesinde eksiidanin
absorbsiyonunda oldukca etkilidir. Yiiksek porozite hava aligverigini saglar ve por
boyutunun kii¢iik olmas1 bakteriyal enfeksiyonlara karsi yarayr korur. Thakur, Florek,
Kohn ve Michniak (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada hem lidokain hem de mupirosin igeren
nanolifler hazirlanmistir. Lidokain 1 saatte %80 civarinda ani salim yaparak agr1 hissini
azaltmaya yardimci olmustur. Mupirosin ise daha yavas salim gOstererek antibiyotik

aktivitesini saglamistir.

Dis hekimliginde antibiyotik i¢eren nanoliflerin lokal uygulanmasi ile operasyon sonrasi
olusabilecek enfeksiyonlarindan korumada kullanilabilecegi gosterilmistir (Chaturvedi ve
digerleri, 2013; Tort ve digerleri, 2016). Son yillarda yapilmig bir caligmada aortik
anevrizmanin doksisiklin yiikli PLA nanolifleri ile tedavi edilebilecegi gosterilmistir
(Yamawaki-Ogata ve digerleri, 2010). Doksisiklin MMP inhibe edici etkilerinden dolay1
hastalig1 baskilayabilmektedir.

2.4.3. Salim hizinin ayarlanmasi

Nanoliflerden ila¢ salimi yiizeyden salim, por veya kanallardan ilacin difiizyonu veya

matris degredasyonu ile gergeklesir (Pillay ve digerleri, 2013). Dolayisiyla polimerin
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degredasyonuna etki eden tiim parametreler aslinda ilacin salimini da etkilemektedir.
Nanoliflerden ila¢ salim kinetigi, polimer se¢imi, lif ¢ap1 ve porozite ayarlanmasi yapilarak
modifiye edilebilmektedir. Ayrica tiretim teknigi degistirilerek te (koaksiyal elektro-¢cekim

gibi) salim siiresi ve hizinin ayarlanmas1 miimkiindir.

Nanoliflerden ilag salimi hidrolitik ya da enzimatik yollarla degrade olan polimer
oranlarinin ayarlanmasi ile kontrol edilebilmektedir (Ranganath ve Wang, 2008).
Nanoliflere yiiklenen ilacin ani salimi hidrofilik/hidrofobik polimer karistim orani
ayarlanarak engellenebilir. Jelatin, polietilen glikol, PVA gibi hidrofilik polimerler veya
PEG-b-PLA gibi amfifilik polimerlerin nanoliflere eklenmesiyle ila¢ yiikleme etkinliginin
artirtlacagr bildirilmistir (Kim ve digerleri, 2004; Cao ve digerleri, 2010; Jannesari ve
digerleri, 2011; Meng ve digerleri, 2011a). PCL/PEO nanoliflerine lizozim yiiklenmis bir
caligmada kiimiilatif lizozim salim hizinin PEO oraninin artmasiyla arttigi bildirilmistir
(Kim ve digerleri, 2007). Kraitzer, Ofek, Schreiber ve Zilberman (2008) tarafindan
yapilmig bir c¢alismada, paklitaksel yiliklenmis poliglikonat/PDLGA nanoliflerinden
paklitaksel salim profilleri incelenmistir. Bu calismada polimer oranit 50/50 oldugunda
ilacin %70’1, 75/25 oldugunda ise sadece %13’ salinmistir. Salim hiz1 iki polimerin

degredasyon hizi ve nanoliflerin hidrofilik/hidrofobik karakteri ile iligkilendirilmistir.

Genellikle kiiciik capli nanolifler biiyiik yaricapl olanlara gore daha hizli degrade olurlar.
Bunun temel nedeni lif ¢capinin kiigiik olmasi, daha yiiksek ylizey alanina sahip olmas1 ve
buna bagli olarak ta suyun penetrasyonunun artisi ile degredasyon hizinin artmis olmasidir
(Cui ve digerleri, 2006). Bir ¢alismada PCL/jelatin nanoliflerine yiiklenmis platelet
kaynakli biiylime faktoriiniin salimimin lif ¢capina bagl oldugu ve kiiciik lif ¢ap1 ile daha
hizli salim elde edildigi gosterilmistir (Lee ve digerleri, 2012). Yine bagka bir ¢aligmada da
lif cap1 biiyiik ama daha por6z nanoliflerden, daha kiiglik ama daha az pordz olanlara gore

daha hizli salim gergeklestigi gosterilmistir (Buschle-Diller ve digerleri, 2007)

Nanoliflerin paralel yapida olmasi da nanoliflerden ilag salimini etkileyen bir parametredir.
Meng, Zheng, Li ve Zheng (2011b) yaptiklar1 bir ¢alismada PLGA/kitozan nanoliflerine
fenbufen etkin maddesi yiiklenmis ve nanolifler rasgele ve paralel yapida elde edilerek
salim profilleri incelenmistir. Caligma sonuclarinda paralel yapidaki nanoliflerden salimin
daha yavas oldugu gdsterilmistir. Bunun nedeni liflerin paralel toplanmas1 sonucunda por

boyutunda azalma ve suyun girisinin engellenmesidir.
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Polimer kristalinitesi de nanoliflerden ilag salimini etkileyen bir parametredir. Yari-kristal
polimerlerden baslangigta ilacin nanoliflerin yiizeyinde olmasina bagli olarak ani salim
gbzlenebilir. Daha sonra ise salimin yari-kristal bolgelere su girisinin kisitl olmasina bagl
olarak yavaglamasi s6z konusudur (Ku ve Dulin, 2012). Nanoliflerde kristal bolgelere

yiikklenmis alanlara su girisi sinirli oldugu i¢in ilag salim1 bu bdlgelerden yavas olur.

Yapilmis ¢alismalarda nanoliflere yiiklenen etkin madde miktar1 artmasi daha hizli salima
neden olmustur (Cui ve digerleri, 2006; Luong-Van ve digerleri, 2006; Xu ve digerleri,
2006; Xie ve Buschle-Diller, 2010; Wang ve digerleri, 2010).

Kristal yapidaki ilaglarin nanoliflerin yiizeyine, amorf yapidaki ilaglarinsa nanoliflerin i¢
bolgelerine yiiklendigi gosterilmistir (Xie ve Wang, 2006; Thakur ve digerleri, 2008; Natu
ve digerleri, 2010; Zamani ve digerleri, 2010). Bu da ilacin salim profilini

degistirebilmektedir.

flacin molekiil agirhigr da nanoliflerden ilag salimimi etkileyen bir parametredir. Diisiik
molekiil agirlikli olan ilaglar degredasyon sonucu olusan porlardan daha kolay difiize
olacagi i¢in salim hizlar1 daha yiiksek olacaktir. Yapilmis bir calismada PV A nanoliflerine
yiiklenen naproksen (230 g/mol), diklofenak sodyum (318 g/mol) ve indometazin (357
g/mol) etkin maddelerinin toplam salim miktarlar1 %98, %76 ve %42 olarak bulunmustur

(Taepaiboon ve digerleri, 2006).

[lag-polimer-¢oziicii etkilesiminin bulunmasi da ilacin nanolifin i¢ ya da yiizeyde
bulunmasina neden olacagindan salimi etkileyen bir diger parametre olarak karsimiza

cikmaktadir.

Nanoliflerin mekanik o6zellikleri, ilag salimimi etkilemektedir. Nanoliflerin mekanik

ozellikleri ise baglica lif ¢ap, liflerin yerlesimi ve poroziteden etkilenmektedir.

Koaksiyal nanoliflerde ¢ekirdekteki veya kabuktaki ilag-polimer konsantrasyonlart,
cekirdek veya kabuk polimer ¢dzeltisinin akis hizi, basarili bir ila¢ enkapsiilasyonunu ve
salim hizin1 etkileyecek parametrelerdendir. Tetrasiklin yiiklenmis PLA koaksiyal
nanolifleri ile yapilmis bir ¢alismada, kabuk ¢ozeltisinin konsantrasyonu ayarlanarak lif

capinin ve salim profilinin degistirilebilecegi gosterilmistir (He ve digerleri, 2006).
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2.4.4. Stabilitede artis

Elektro-¢ekim islemi, etkin maddenin degredasyonunu oOnleyebilmektedir. Nanoliflere
yiiklenen etkin maddenin sicaklik ve 1s18a bagli meydan gelebilecek degredasyondan
korunmasi miimkiin olabilmektedir (Kenawy ve digerleri, 2009). Proteinlerin ve diger
biyolojik maddelerin oda sicakliginda saklanmalari i¢in koruyucu bir polimer matrisi ile
nanoliflerinin hazirlanmasi da gelecek vaadeden bir uygulamadir. Bir calismada tripsin
protein molekiilleri igeren nanoliflerin 8 hafta oda sicakliginda bekledikten sonra bile aktif

oldugu gézlenmistir (Jun ve digerleri, 2010).

Koaksiyal nanoliflerde ¢ekirdek kismina yiiklenen etkin maddenin dis ortamdan korunmasi
miimkiindiir. Yapilmis bir calismada koaksiyal nanoliflere yiiklenen biiyiime faktdrlerinin

taze biiylime faktorleri ile ayni etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Liao ve Leong, 2011).

2.5. Yara ve Evreleri

Doku veya organlarin g¢esitli etkenler nedeniyle biitiinliigiiniin ve fonksiyonlarinin
bozulmasina yara, bu biitlinliigiin i¢ ice gecmis silireclerle yeniden saglanmasina yara
iyilesmesi denilmektedir. insan viicudunun yiiksek kapasiteli iyilesme mekanizmalari
vardir. Herhangi bir doku hasar1 ya da hastaligini takiben viicut tarafindan hasarli dokunun
tamiri i¢in immiin cevap baslatilir (Lim, 2015). Yara olustuktan sonra yaranin kapatilmasi
ve enfeksiyonlara karsi korunmasi icin viicut tarafindan ¢ok hizli yanit verilmektedir. Yara

iyilesmesi dinamik ve kompleks bir siiregtir (Goniil ve digerleri, 1998).

Bir yaralanmay:1 takiben yara bolgesinde hizla kanamanin durmasi (hemostaz) igin
pithtilasma baslar. Hemostaz sirasinda kan damarlarinda akis yavaslar ve kan kaybi
azaltilmaya calisilir. Kanamayr durdurmak igin plateletler agrege olurlar ve kanda fibrine
dontiserek pihtilasmaya devam eder. Bu islemler karmasik molekiiler sinyaller tarafindan
yonetilir. Bu sirada plateletler degraniilasyona ugrarlar, igerikleri kan dolasimina ve doku
matrisine salinir. Buna bagli olarak ta biliylime faktorleri, sitokinler ve vazodilatorlerin
salimi baglar. Biiyiime faktorleri ve sitokinler sunlardan olusur: Platelet kaynakli biiyiime
faktorii (PDGF), donistiiriicti bliyiime faktérii B (TGF-B), fibroblast biiyiime faktorii
(FBF), insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF), vaskiiler endoteliyal biiylime faktori
(VEGF), epidermal biiylime faktorii (EGF), keratinosit biiylime faktorii (KGF), bag doku
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biliylime faktorii (CTGF), timor nekroz faktorii (TNF), interlokin molekiilleri (IL-1 ve IL-
8) gibi (Martin ve Leibovich, 2005). Bu molekiiller fibroblastlar1 aktive eder ve bolgesel
iyilesme cevabi baslatilir. Genellikle dakikalar siiren hemostaz evresinden sonra fizyolojik
iyilesme evreleri baslar. Iyilesme 3 evreden olusur: i) inflamasyon, ii) proliferasyon, iii)

yeniden sekillenme (remodeling, yeniden olusum).
2.5.1. inflamasyon evresi

Inflamasyon aslinda negatif bir anlam cagristirsa da iyilesme evrelerinin temel fazidir.
Inflamasyon genelde agri, sisme, kizariklik gibi olaylarla iliskili olsa da bu olaylar
viicudun hasara karsi verdigi dogal bir cevaptir ve beyaz kan hiicrelerinin dokuya sizmasi

ile gergeklesir.

Inflamasyon evresi yaralanmadan hemen sonra baslar ve saatler ya da giinler siirebilir. Bu
evre yaralanmadan sonra hasarli hiicreler ve degraniile plateletlerden salinan molekiiller
tarafindan baglatilir. Bu evrede ayrica hasarli bolgenin ve etrafinin hassas ve kirmizi
olmasina neden olan sivi birikmesi gergeklesir. Hiicreler ve plateletler, yaraya lokosit
migrasyonunu kolaylastiran kimyasal maddeler salgilarlar. Kan dolasiminda bulunan ve
biitiin viicutta sirkiile olan beyaz kan hiicrelerinden 16kositler hasarli dokuya sizmaya
baslar. Yarada biriken lokal inflamatuvar hiicreler nekrotik dokunun uzaklastirilmasindan,
enfeksiyonla miicadeleden, pihtiy1 6nlemeden, yeni fibroblastlarin yaraya gog¢iinden,
lyilesmeye yardimdan ve yeni damar olusumundan (anjiyogenez) sorumludurlar.
Yaralanmaya ilk yanit veren immiin hiicreler noétrofiller, mast hiicreleri, 6zellesmis
dendritik hiicreler ve monositlerdir (Park ve Barbul, 2004). Nétrofiller ayrica saatler iginde
yaranin i¢ini kaplar ve temel olarak bakteriler ve nekrotik dokunun fagositozunu saglarlar
(Martin ve Leibovich, 2005). Notrofiller serbest radikaller (serbest oksijen bilesikleri)
salgilayarak enfeksiyona neden olabilecek ajanlar1 yok ederek enfeksiyonu baskilarlar.
Serbest radikaller biyolojik molekiillerle etkilesime girerek fonksiyonsuz hale getirirler.
Notrofiller ayrica pro ve anti inflamatuvar immnumodiilator sitokinler salgilarlar. Bunlar
arasinda TNF-o, TNF-B, IL-1a, IL-1b, IL-1Ra, IL-3, IL-12, interferon gamma, kolon
uyarict faktor (MCSF) ve graniilosit makrofaj koloni-uyaric1 faktor (GC-CSF) bulunur.
Notrofiller ayrica daha fazla hiicrenin IL-8 gibi sitokinler salgilayarak yara bolgesinde yeni
damar olusumunu hizlandirmaya ¢alisirlar. Bu molekiillerin hepsi yara iyilesmesinde rol

oynar ve noétrofil miktar1 3 giin sonrasinda azalmaya baslar. Ancak kronik yaralarda



35

notrofiller ortamda daha uzun siirelerde bulunmaktadir. Mast hiicreleri histamin ve
heparinden zengin graniiller icerirler. Mast hiicreleri alerjik cevapla iligkili olsalar da,
iyilesmenin baglangi¢ asamalarinda histamin ve heparin salgilayarak kan koagiilasyonunu
azaltir ve damarlardan sizintiya karsi onlem alirlar. Bu da akut yaranin karakteristik

isaretleri olan kizariklik, 1s1 artigi, sisme ve agriya neden olur (Monaco ve Lawrence,

2003).

2.5.2. Proliferasyon evresi

Proliferasyon evresi yaklasik 6 hafta stirer. Bu evrede makrofajlar ve notrofiller tarafindan
yara yatagi temizlenmis ve sayilar1 azalmaya baslamistir. Deri dokusundaki fibroblastlar ve
kok hiicreler hasarli dokuya gelir ve ¢ogalmaya baglar. Bu hiicreler ekstraseliiler matrisi
baslica tip-3 kollajen, fibronektin ve hiyaluronan ile doldurmaya baslayarak graniilasyon
dokusu olustururlar (Singer ve Clark, 1999). Bu evrede bazi matriks metalloproteinaz
enzimleri dokuyu bozmak icin salinsa da doku sentezi daha baskindir. Yeni olusan kan
damarlar1 graniilasyon dokusuna oksijen ve enerji saglar, artik maddelerin uzaklagsmasini
temin eder. Inflamatuvar makrofajlar bazi anjiyojenik faktorler salgilayarak vaskiiler
endoteliyal hiicreleri harekete gecirir ve damar olusumunu stimiile eder. Keratinositler
graniilasyon dokusunun kenarlarina go¢ ederek reepitelizasyonun baglamasini saglarlar.
Dermal fibroblastlar miyofibroblastlara doniisiir ve yara kenarlarina adhere olarak yaranin

kii¢iilmesini saglarlar.

2.5.3. Yeniden sekillenme evresi

Son evre olan yeniden sekillenme evresi haftalar ya da aylar siirebilir. Hiicreler gegici
granlilasyon dokusu matrisini bi¢imlendirerek skar dokusunu uzaklastirir ve doku
fonksiyonlar1 devam ettirilir (Lu ve digerleri, 2011). Hiicreler ECM yapimini yavaslatirlar
ve doku sentezi ile MMP’ler tarafindan degredasyon dengelenir. Kollajendz dokuda
diizensiz olan tip 3 kollajen, daha diizenli olan kollajen tip 1 fibrillerine doniistiiriiliir.
Yeniden sekillenme evresi, skar dokusu olusumunu onlemek i¢in Oonemli bir evredir.
Yeniden sekillenme evresi sonunda mekanik olarak gii¢lii ve organize olmus bir doku
meydana getirilir. Ancak iyilesmis olan dokunun yara gerilim kuvveti, saglam dokunun

gerilim kuvvetinin en fazla %80’ine ulagmaktadir (Diegelmann ve Evans, 2004).
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2.5.4. Matriks metalloproteinazlar (MMP) ve MMP doku inhibitorleri (TIMP)

MMP’ler ve onlarin inhibitorleri olan TIMP’ler doku rejenerasyonu ve yeniden sekillenme
fazlarinda 6nemli rol oynarlar. Viicuttaki tiim hiicre tipleri c¢esitli miktarlarda MMP
icermektedir. Bunun nedeni hasarli ECM’nin uzaklastirilarak yeni sentezlenmis doku ile
yer degistirebilmesinin saglanmasidir. MMP’lerin normal aktivitesi 3 farkli yoldan kontrol
edilmektedir. Bunlardan ilki gen diizeyinde transkripsiyonal kontroldiir. Ornek olarak
epidermal biiyiime faktorleri, platelet kaynakli biiylime faktorleri, IL-1 ve TNF-a MMP
genlerinin transkripsiyonunu uyararak mRNA’larin artmasma neden olurlar. Ikinci yol
molekiiler diizeydedir. MMP’ler inaktif formda proenzim olarak sentezlenirler ve
propeptid kisimlarinin proteolitik yikimi ile aktive olurlar. Ugiincii yol ise MMP’lerin
dogal inhibitér ya da doku inhibitorlerine baglanarak stabil inaktif MMP/TIMP

kompleksleri olusturulmasidir.

MMP’ler 4 alt gruba ayrilirlar. Bunlar kollajenazlar, jelatinazlar, stromelizinler ve
membran tipi MMP’lerdir. MMP-1, MMP-8 ve MMP-13 kollajenaz grubunun iiyeleridir
ve tip-1 ve tip-3 kollajenin denatiirasyonundan sorumludurlar. Fibriler kollajenin {iglii
heliks yapisinin bozulmast sonucu olusan kiigiik peptidler ise jelatinazlar (MMP-2 ve
MMP-9) tarafindan pargalanirlar. Jelatinazlar ayrica matriks yeniden sekillenme ve skar
olusumunda da rol oynarlar. MMP-2 vaskiiler endoteliyal hiicrelerin etratindaki membram
degrade ederek anjiyogenezis ve matriks yeniden sekillenme fazlarinda anahtar rol
oynarlar. Bu degredasyon kapilerlerin tekrar olusmasina ECM i¢ine dogru kanal
agmalarina neden olur. Bu da yeni kapiller olugsmasini tetiklemektedir. MMP-9 ise doku
yenilenmesinde ECM proteinlerinden jelatin, kollajen ve elastin gibi proteinleri ¢ozerek
yardimci olmaktadir. Buna ek olarak MMP’ler proliferasyon, degisim, hiicre iletisimi ve
anjiyogenez gibi olaylar kolaylastirmak amaciyla hiicreler tarafindan dogal olarak {iretilen

maddelerdir (Lu ve digerleri, 2011; Loffek ve digerleri, 2011).

TIMP-1 keratinositler, fibroblastlar, diiz kas hiicreleri ve endotelyal hiicrelerde sentezlenir.
Biitin MMP’leri inhibe etme O6zelligine sahiptir. TIMP-2 bazal keratinositler tarafindan
sentezlenir ve biitlin MMP’leri 6zellikle de MMP-2’leri inhibe etme Ozelligine sahiptir.
MMP ve TIMP arasindaki denge yeni doku sentezi ve doku rejenerasyonu i¢in mutlaka
saglanmalidir. Ornegin kronik yarada TIMP-1 yoktur ya da normal dokuya gére ¢ok az

seviyede bulunmaktadir. Proliferasyon evresinde MMP’ler hasarli dokunun yikiminda
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gorev alirlar. Bu esnada hasarli doku yikiminin yanmi sira yeni doku olusumu da
gerceklestigi i¢in yeni doku sentezi ¢ok miktarda gergekleserek skar dokusu birikmesine
yol agar. Proliferasyon evresinde MMP’ler doku yikimi goérevine devam eder ve skar
dokusunu bozarak organize matris olusumuna yardimci olurlar. Bu olaylar dokunun
saglikli bir sekilde gdrevini yiiriitmeye baglamasina kadar devam eder (Lu ve digerleri,

2011; Loffek ve digerleri, 2011).

2.5.5. Yara iyilesmesinde rol oynayan diger faktorler

Vaskiiler endotelival biyiime faktori (VEGF)

Yara iyilesmesinde plateletler, makrofajlar, fibroblastlar ve keratinositler VEGF salgilarlar
ve bu sayede yarada anjiyogeneze yardimci olurlar. VEGF ayrica monosit goglinden, diiz
kas hiicreleri tarafindan MMP iiretiminden ve vaskiiler permeabilitenin artmasindan
sorumludur. Bu nedenle kronik yarada tek basina VEGF uygulanmasi ile olusan damarlarin
kontrolsiiz biiylimesi s6z konusudur. Kronik yarada VEGF mRNA seviyesinde artig
olmasina karsilik, yara yataginda proteolitik aktivitenin artmasindan dolay1 VEGF
proteinlerinde azalma s6z konusudur. Kronik yara eksojen VEGF uygulamasi ile yapilmis
caligmalarda faz 1°de basar1 saglanmis olsa da faz 2 basarisizlikla sonuclanmistir. Bunun
nedeni olarak ta proteazca zengin yara sivisinda VEGF’nin dayaniksiz olmasina
baglanmistir. Bunu agmak ig¢inse proteazlara direncli VEGF izoformlarinin kullanilmasi

diistiniilmiistir.

Fibroblast biiyiime faktori (FGF)

Fibroblast biiyiime faktorleri inflamatuvar hiicrelerden, vaskiiler endotelyal hiicrelerden,
fibroblastlardan ve keratosinitlerden salgilanirlar. FGF-1 asidik, FGF-2 ise baziktir ve
bFGF olarak ta bilinir. bFGF normal yara iyilesmesinde ECM olusumunda rol oynayan
enzimlerin Uretilmesini uyarmaktadir. Kronik yaralarda FGF iletiminin bozuldugu kabul
edilmektedir. Ayrica kronik yarada FGF {iretiminin azalmasi ve bFGF’nin olagandisi
baskilanmasi s6z konusudur. bFGF fibroblastlarin uyarilmasini saglayan sitokinlerdendir.
bFGF skar dokusu olusumunda, iyilesme siiresinin kisalmasinda, derinin normal rengine

kavusmasinda rol oynayan bir glikoproteindir. Yeni damar olusumuna katkida bulunur ve
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tip-1 kollajen yapimini baskilar. bFGF, mitojenik ve anjiyojenik 6zelliginden dolay1, doku

yeniden sekillenme, yara iyilesmesi ve yeni damar olusumunu indiikleyebilir.

von Willebrand Faktori (vWF)

vWF kanamanin durmasinda rol oynayan onemli bir proteindir. vVWF yara dokusunda
kanama bolgesinde trombositlerin adezyonu ve agregasyonuna yardim eder ve FVIII i
tasir. Yaralanmalarda primer hemostazin saglanmasinda Onemli rol oynar. Primer
hemostaz olusumunda vWF ile tasmman FVIII’in yara goélgesinde fibrin olusumu igin

kolaylik saglar. Yara bolgesinde artmasi yara iyilesmesini hizlandirmaktadir.

2.5.6. Kronik yara

Dokulara kan akiminin bozuldugu hastaliklarda (6r. diyabetli hastalar), iskemik doku
meydana gelir ve hiicrelerin beslenmesini, oksijenlenmesini ve tamir mekanizmalarini
bozar. Bu olay genellikle viicudun tiim agirligimi tasiyan ve kalbe uzak olan alt
ekstremitelerde gozlenmektedir (Lim, 2015). Bu dokularda meydana gelen yaralanmalarda
normal doku tamir mekanizmalar1 saglikli olarak yiiriitilemez ve yara kroniklesir. Kan
akiminin bozulmasiyla yara gerekli olan sinyalleri tam alamaz ve iyilesme gecikir. Ayrica
kan dolasimi kotli oldugundan kan dolasimindaki kok hiicrelerden tam faydalanilamaz

(Lim, 2015).

Kok hiicreler, immiin hiicreler gibi tamir edici gorevi olan hiicrelerin yara bolgesinde
birikememesi de iyilesmeyi geciktirmektedir. Ayrica diyabet gibi hastalik durumlarinda,
immiinsiipresif ve kemoterap6tik ilag kullanimi sonrasinda dokularin verdigi yanitlar
bozulmaktadir. Bozulan inflamatuvar cevap sonrasinda bagigikligin diizenlenmesi ve
dengesi bozulmaktadir. Bunun sonucu olarak iyilesme siiresi uzar ve dokulardaki MMP,
proteaz ve reaktif oksijen bilesiklerinde artis meydana gelir. Kronik yaralarin yaklasik

%30’unda MMP seviyelerinde artis s6z konusudur (Lim, 2015).

Kronik yaralarda inflamasyon evresi uzamis ve genellikle yara enfekte olmustur.
Inflamasyon evresinin uzamasi proliferasyon ve yeniden sekillenme evrelerine gegisi
baskilamaktadir. Notrofiller kronik yarada akut yaraya gore uzun siire ortamda

kalmaktadir. Bu nétrofiller MMP-8, elastaz, jelatinaz gibi matrisi par¢alayabilen enzimler
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iretmeye devam etmektedir. MMP aktivasyonunun TIMP ile dengesi bozulmus
durumdadir (Menke ve digerleri, 2007). Makrofajlar da inflamasyon evresinde yara
ortaminda daha uzun siire bulunmaktadir. Bu hiicrelerden MMP 1, 2, 3, 9,13 ve reaktif
oksijen tiirleri yara ortamina salinarak, ortam yiiksek oksidatif hale getirilmistir. Reaktif
oksijen tiirleri, hiicreleri ve ECM’yi pargalayabilecek yiiksek reaktif molekiillerdir.
Proliferasyonu ve ECM yapimmini destekleyen PDGF ve TGF-B yara ortaminda
baskilanirken, inflamatuvar sitokinlerden TNF-a, IL-1 ve IL-6’nin yara ortamindaki

miktar1 ¢ok artmistir (Menke ve digerleri, 2007).

Ayrica diyabette olusan hiperglisemi hidrostatik basincin artmasina, dokularda hipoksiye,
pH’nin degismesine neden olarak kronik yarada inflamatuvar cevabin ve doku hasarinin
stirekli olmasina neden olur. Diyabetik ayak yaralarinin tedavisinde biiylime faktorleri ya

da MMP inhibitorlerinin kullanilmasi tedavinin etkinligi agisindan 6énem tasimaktadir.

2.5.7. Doksisiklin

Doksisiklin II. kusak tetrasiklinler (uzun yari Omirlii) grubundan yar1 sentetik bir
antibiyotiktir. FDA tarafindan 1967°de onaylanmistir (Anumolu ve digerleri, 2010).
Tetrasiklinler bakteriyal 30S ribozomuna baglanarak bakteriyal protein sentezini inhibe
ederler ve bu etkileri nedeniyle cogunlukla enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde
kullanilirlar (Kogawa ve Salgado, 2012). Birgok gram (+) ve gram (-) bakteriye karsi
etkilidir. Solunum yolu, idrar yolu, yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi enfeksiyon
hastaliklar1 yaninda malarya ve akne tedavisinde de kullanilmaktadir. Doksisiklinin kapsiil

formiilasyonlar ticari olarak piyasada bulunmaktadir.

Doksisiklinin - monohidrat, hidrokloriir ve hiklat olmak tizere {i¢ farkli formu
bulunmaktadir. Doksisiklin kati halde sar1 renkli toz halde kristal partikiillerden
olugsmaktadir. Kimyasal formiilii (CH24N205.HCI), C,HgO.H,O  (Sekil  2.3) olan
doksisiklin hiklatin molekiil agirligi 1025,89 g/mol’diir ve sudaki c¢oziiniirligii 50
mg/ml’dir. Doksisiklin hiklat metanolde ¢oziiniir, etanolde az ¢oziintir, kloroform ve eterde

ise ¢oziinmez 6zelliktedir.
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*CH3CH,0H

°H20

Sekil 2.3. Doksisiklin hiklatin kimyasal yapisi

Doksisiklinin kronik yarada etkisi

Son c¢aligmalar, doksisiklin ve diger tetrasiklin tiirevlerinin giicli MMP inhibitori
olduklarini, antibiyotik etkileri disinda bir¢ok hiicresel fonksiyonu etkileyen pluripotent
ilaglar oldugunu gostermistir (Akalin ve digerleri, 2004; Liu ve digerleri, 2013).
Doksisiklinin  antibakteriyel etkisinden bagimsiz olarak yara iyilestirici etkisi
bulunmaktadir. Doksisiklin yara iyilestirici etkisini su yollarla gostermektedir (Stechmiller

ve digerleri, 2010):

1) Doksisiklinin ¢ift degerlikli metal iyonlarina baglanma kabiliyeti vardir. Bu sayede yara
bolgesinde MMP’lerden ¢inkoyu ayirarak aktif MMP’lerin dogrudan inhibisyonunu
saglar.

2) Doksisiklin hiicresel mekanizmalara etki ederek TNF-a doniistiiriicti enzim (TACE)
inhibitorii olarak etki gosterir.

3) Doksisiklin ol-proteinaz inhibitoriiniin pargalanmasini engelleyerek serin proteazlarin
(notrofil elastaz) dolayli inhibisyonunu yapar. Ayrica doksisiklin ucuz, giivenli ve kolay

uygulanabilen bir ajandir.

Doksisiklinin topikal yoldan uygulanmasi ile yara tedavisindeki etkinligi (MMP, TNF-a,
serin proteaz seviyelerinde azalma) literatiirde yer alan caligmalarda gosterilmistir

(Solorzano ve digerleri, 1997; Anumolu ve digerleri, 2011).

Insanlarda kronik yarada doksisiklin kullanimi iizerine yapilmis 3 onemli ¢alisma

mevcuttur.
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1. Kronik alt ekstremite {ilseri olan diyabetli 7 farkli hastaya %1 doksisiklin igeren ve
doksisiklin icermeyen karboksimetil seliiloz hidrojel uygulamasi yapilmistir (Chin ve
digerleri). Doksisiklinle tedavi edilen 4 fakli hastanin tamaminda iyilesme gerceklesirken,
kontrol grubunda ise sadece bir yarada iyilesme gozlenmistir. Kontrol grubunda yaralari
iyilesmeyen iki hastaya doksisiklinle tedavi 6nerilmis ve bu tedaviye basladiktan sonra 12
hafta icinde yara boyutunda %60 oraninda kii¢clilme gerceklesmistir. Topikal doksisiklinle
tedavi edilen gruplarda 30 hafta sonunda graniilasyon dokusu olusmus ve epitelizasyon
gerceklesmistir. Ilag icermeyen hidrojelle karsilastirildiginda doksisiklinin iyilesme hizini
anlamli olarak artirdigt bulunmustur. Her iki tedavi grubunda da advers etki

bildirilmemistir.

2. lyilesmeyen vendz ayak iilseri bulunan 20 hasta ile kompresyon tedavisine alternatif
olarak oral doksisiklinin etkinligi iizerine ¢aligma yapilmistir (Sadler ve digerleri, 2012).
10 hasta oral yoldan giinde iki kez 20 mg doksisiklin, diger 10 hasta ise oral yoldan giinde
iki kez 100 mg doksisiklin kullanmiglardir. 4 hafta sonra yapilan dlgtimlerde yiiksek doz
uygulanan grupta yara bolgesi %48 oraninda kiiciiliirken yara sivisinda MMP miktarinda

azalma s0z konusu olmustur.

3. Kronik periodontiti olan 45 hasta ile oral ve topikal doksisiklinin etkisi aragtirilmigtir
(Akalin ve digerleri, 2004). Hastalar sistemik doksisiklin, topikal doksisiklin ve kontrol
gruplarina rasgele se¢ilmislerdir. Lokal doksisiklin uygulamasi anlamli olarak iyilesmeyi
hizlandirirken oral doksisiklin uygulanan gruplarda goriilen advers etkiler goriilmemistir.

Dolayisiyla topikal doksisiklin oral yola kiyasla tercih edilebilir oldugunu gosterilmistir.

Doksisiklinin  elektro-gekim yontemiyle polikaprolakton polimeriyle hazirlanmis
nanoliflerinin, antibakteriyel 6zelliginden dolay1 periodontal enfeksiyonlarin tedavisinde
etkili olabilecegi gosterilmistir (Chaturvedi ve digerleri, 2013). Koaksiyal elektro-¢ekim
yonteminin  kullanildigi  bir ¢alismada doksisiklinin  bu yontemle nanoliflere

yiiklenebilmistir (Song ve digerleri, 2013).
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2.6. Yara Modelleri

In vivo hayvan calismalar1 gelistirilen tibbi {iriiniin etki mekanizmas1 ve giivenligi
hakkinda bilgiler veren ¢alismalardir. Yara iyilesmesine yonelik in vitro ¢alismalarda bazi
parametrelerin etkisi arastirilabiliyor olsa da hayvan modelleri ile dinamik, ti¢ boyutlu ve
canli bir organizmadan ¢ok daha 6nemli bilgiler elde edilmektedir. Kemirgenlerle yapilan
caligmalarda doku ve organlarimin kiiciik olmasi nedeniyle insanlarla kiyaslanma yapilmasi
zordur (Dorsett-Martin, 2004). Ayrica yiiksek kalp atim hizindan dolay1 dokularin daha
fazla kanlanmasi, yara iyilesmesinin ¢ok daha hizli olmasimi saglamaktadir. Ancak
insanlarda yara iyilesmesinde goriilen catlama, iskemi, {ilserlesme, enfeksiyon ve
skarlasma gibi benzer sorunlar hayvanlarda yapilan yaralarda goriilmektedir. Tim
dezavantajlarina ragmen yara iyilestirici bir {iriiniin in vivo c¢alisma sonuclar1 temel

biyolojik karakteristikleri hakkinda bilgiler verecektir (Dorsett-Martin, 2004).
2.6.1. Insizyonel yaralar

Derinin veya dokunun keskin bir bicakla kesilmesi ile olusturulur. Dokunun hizla
bozulmas1 gerceklesir, olusan bosluga plazma ve kan hiicreleri birikerek hizlica hemostaz
ve fibrin olusumu saglanir. Elektrokoter ya da cerrahi lazer ile daha az kanayan fakat daha
hasarl1 yaralar yapilabilir. Genellikle yara olusturulduktan sonra cerrahi ipliklerle dikilerek
hasarl1 doku birlestirilmeye ve epitelizasyonun daha hizli olmasi saglanmaya ¢alisilir. Bu
sekilde olusturulan yaralar yara gerilimi ile ilgili biyomekanik analizler i¢in oldukca
uygundur, ancak doku biyokimyasi ve epitelizasyonunun degerlendirilmesi i¢in ¢ok uygun
degildir.

2.6.2. Eksizyonel yaralar

Bu modelde subkutan yag tabakasina kadar epidermis ve dermisin tamaminin alinmasiyla
yara olusturulur. Biyokimyasal ve histolojik parametrelerin tayini i¢in daha fazla dokuyu
almaya imkan saglar. Daha fazla doku alindig1 i¢in yeni olugan alanda daha fazla hiicre,
doku, RNA, eksiida ve histolojik bolgeler mevcuttur. Eksizyonel yara olusturmada en sik
kullanilan yontem tam kalinlikta yara (full-thickness wound) modelidir. Yaralarin standart
olmas1 icin biyopsi punchlari ya da dermatom bigaklart kullamilir (Ozler ve digerleri,

2009). Yara iyilesmesinde hemostazdan baslayarak goriilen tiim evreler gergeklesir.
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Yaranin iyilesme hizin1 6lgmek igin, olusan graniilasyon dokusunun alani hesaplanir, bag

dokunun histolojik yapisi incelenir ve biyokimyasal kollajen miktar1 dlgiiliir.

2.6.3. Yanik yaralar

Yanik yaralar1 sicak (1sitilmis metal), soguk (kuru buz ya da sivi azotta bekletilmis metal)
ya da kimyasal ajanlar kullanilarak yapilmaktadir. Deri ve diger dokular kimyasal, termal
ya da radyasyon yaniklarinda diger yaralardan daha farkli yanit verirler. 1. ve 2. derece
yanik yaralarinda epitel tam hasarlanmamis ve nekrotik doku yaratilmistir. Dolayisiyla
yanik yaralarinin iyilesmesi bu nekrotik dokunun uzaklastirilmasi nedeniyle biraz daha geg
olmaktadir. Termal yanikta, hiicresel diizeyde sitoplazma ve hiicre zarinda protein
denatiirasyonu meydana gelmektedir. Yanik sonrasinda gelisen doku harabiyeti 16kosit ve
endotel hiicrelerinden salinan sitokinler araciligiyla hem lokal hem de sistemik

inflamatuvar yanita neden olur.

2.6.4. Kronik yara modelleri

Akut yara modelleri genellikle travmatik yaralanmalara benzerdir. Yara iyilesmesinin
evreleri diizenli ve zamaninda gerceklesmektedir. Kronik yaralarda ise diizenli ve
zamaninda onarim olmadigi i¢in anatomik ve fonksiyonel diizelme olmamaktadir (Harding
ve digerleri, 2002). Kronik yaralarda iyilesmeyi engelleyen bir ¢ok sistemik ve lokal faktor
oldugundan dolay1 yara siklikla tekrar eder (Nunan ve digerleri, 2014). Insanlarda yara
tyilesmesine genellikle dolasimin bozulmasi, kotii beslenme, ilerlemis yas, azalmis fiziksel
aktivite, kronik ve fizyolojik dengenin bozulmasi gibi faktorler eslik eder. Hayvanlarda ise
kronik yara olusturmak oldukca kompleks ve zorlu bir siirectir. Dolayisiyla hayvanlarda
kronik yara olusturmada uygulanan klasik yontem metabolik hasara (diyabet gibi) yol
agmaktir (Nunan ve digerleri, 2014).

Deney hayvanlarinda diyabet modelleri fare, sican, hamster, kobay, tavsan, kedi, kopek,
domuz ve maymunlarda olusturulabilmektedir (Ontiirk ve Ozbek, 2007; Furman, 2008).
Tip 1 diyabet kimyasallarla (alloksan, streptozotosin, ¢inko selatdrleri), spontan, viriisle ya
da transgenik hayvanlarda olusturulabilmektedir (Oldstone ve digerleri, 1991; Kurger ve
Karaoglu, 2012). Streptozotosin (STZ) pankreas B hiicrelerine dogrudan toksik etkilidir.

Glukozla uyarilan insiilin salimini bloke eder (insiiline bagimli diyabet) (Furman, 2008).
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Ayrica bobrek ve karacigerde de hasar olusturur. STZ; 50-100 mg/kg, i.p / i.v. (tek doz)
enjekte edilerek diyabet olusturulabilir. Bir gece dnce a¢ birakilan sicanlara 0.1 M sitrat
tamponu igerisinde (pH: 4.5) 50-100 mg/kg dozda uygulanarak, 72 saat sonra aglik kan
sekeri 250 mg/dl ve lizerinde olan siganlar diyabetli kabul edilebilir (Kurger ve Karaoglu,
2012). Tip 1l diyabet ise spontan, deneysel (kimyasal modeller, cerrahi, diyet, hormonlar,

anne karninda malniitrisyon) ya da transgenik hayvanlarla elde edilir.

2.7. Yara lyilesmesinde Incelenen Oksidatif Parametreler

2.7.1. Malondialheit

Yara bolgesinde serbest radikaller tarafindan baslatilan lipid peroksidasyonu sonucu
doymamis yag asitleri oksidasyona ugrar ve membran lipit yapist degiserek fonksiyonlari
bozulur. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan bir ara iiriin olan MDA, tiyobarbiitirik
asitle Olciilebilmektedir. MDA sitotoksik bir lipit radikalidir ve hem hiicre i¢cinde hem
hiicre disinda birgok molekiille etkilesime girerek doku hasarina yol agar (Karatag ve
digerleri, 2011). Dokularda yiiksek MDA seviyeleri oksidatif stresin ya da lipit
peroksidasyonunun arttiginin gostergesidir (Coskun ve digerleri, 2005). Diyabetik
yaralarda yara dokusunda serbest radikal aracili hasara bagli olarak daha yiiksek MDA

diizeyleri goriilmektedir.

2.7.2. Nitrik oksit

Nitrik oksit L-arjinin ve oksijenden sentezlenen, fizyolojik ve patofizyolojik olaylarda
onemli role sahip bir serbest radikaldir. Onemli fizyolojik etkilerinden birisi vazodilator
etkisinden dolay1 kan basinci iizerine olan etkisidir. NO siiperoksit radikali ile etkilesmesi
sonucu olusan peroksinitrit, oksidatif etkiye sahiptir (Karatag ve digerleri, 2011). NO
toksisitesinin baglica sorumlusu proteinlere dogrudan zararli etkisi olan peroksinitrittir.

Peroksinitrit daha sonra NO radikalinin son iiriinleri olan nitrit ve nitrata dontsir.

2.7.3. Glutatyon

Glutatyon dokuyu oksidatif strese karsi koruyan 6nemli bir antioksidan molekiildiir (Kilig
ve digerleri, 2013). Glutatyon oksitlenmis tiyol olusturmak i¢in elektron alicis1 gibi hareket

ederek Ozellikle hidrojen peroksidi hedef alir. Glutatyon tiyolii degrade ederek hiicreden
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atilmasini saglar. Yaralanma durumunda glutatyon seviyeleri normal dokuya kiyasla
anlamli Ol¢lide azalmaktadir. Bunun nedeni yara bolgesinde glutatyonun oksidatif hasara
kars1 siirekli kullanilmasindandir. Bir ¢alismada diyabetik {ilserli hastalarin yara olan
dokularinda ortalama glutatyon seviyesi 53,4 pmol/mg iken, kontrol dokularinda 150,6
pmol/mg bulunmustur (Mudge ve digerleri, 2002). Ayni1 ¢alismada topikal glutatyon ile

tedavi edilen grubun daha hizli iyilestigi gosterilmistir.

2.7.4. Askorbik asit

Suda eriyen vitaminlerden olan askorbik asit (Vitamin C) gii¢lii indirgeyici aktivitesi olan
giiclii bir antioksidandir. Sulu ortamda serbest radikallerle reaksiyona girebilir, E
vitamininin geri eldesinde rol oynar ve viicuttaki hidroksilasyon olaylarinda indirgeyici
gorev alir. Kemik, deri ve kapiler dokularin intraseliiler matrislerinde gorev yapan kollajen

ve glikozaminoglikanlarin sentezi i¢i 6nemli bir molekiildiir.

2.7.5. Siiperoksit dismutaz

Stiperoksit anyonlar1 molekiiler oksijen tarafindan {iretilen birincil reaktif oksijen
bilesikleridir. Siiperoksit anyonlar1 ilk olarak yakinlarinda nitrik oksit sentaz tarafindan
iiretilen nitrik oksit varsa reaksiyona girerler ve bunun sonucunda peroksinitrit olusur.
Peroksinitrit yara bolgesinde bakterilerin oksidatif yoldan oldiiriilmesini saglar ancak yara
bolgesi i¢in giiglii ve toksik bir oksitleyici maddedir. Bu maddelerin gorevlerini yaptiktan
sonra notralize olmalari ve yara iyilesme evrelerini etkilememeleri gerekir. Bu etkilerinden
korunmak i¢in siiperoksit anyonlar1t SOD tarafindan hidrojen peroksite ¢evrilir (Kurahashi
ve Fujii, 2015). Hidrojen peroksit daha sonra glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi

araciligiyla etkisiz hale getirilir. Boylece lipit peroksidasyonu inhibe edilmis olur.

2.8. Yara Ortiileri

Yara iyilesmesi silirecinde uygun yara Ortiilerinin kullanimi 6nemli rol oynamaktadir
(Ttrsen, 2013). Yara ortiilerinin gorevleri; enfeksiyona ve mikroorganizmalara karsi
koruyucu 6zellik saglamak, kan ve yara sivisin1 absorblamak, yara iyilesmesini saglamak
ve bazi durumlarda yara tlizerine ilag tedavisi uygulamaktir. Yara ortiilerinin diger goérevleri

arasinda sivi kontrolli, koku giderilmesi, mikrobiyal kontrol, fiziksel bariyer, bosluk
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doldurucu etki, yaradaki yabanci cisimlerle, hasarli ve enfekte olmus dokularin tamamen
temizlenmesi (debridman) bulunmaktadir (Anumolu ve digerleri, 2011). Yara Ortiisii
tiretiminde genellikle hidrokolloidler, aljinatlar ve hidrojeller kullanilmaktadir (Civelek ve
digerleri, 2007; Snyder ve digerleri, 2012). Aljinat yiiksek konsantrasyonda kullanildig:
zaman yara proteazlari i¢in substrat olmaktadir. Yara Ortiisiine yara sivisi absorbe oldugu
zaman proteazlar aljinat molekiillerine baglanmakta ve tekrar yaraya donerek kollejenleri
parcalamasi engellenmektedir. Giimiis, ¢inko, rubidyum, sitrik asit, kalsiyum, potasyum
veya biiylime hormonu igeren ticari yara oOrtiisii matrisleri (TegadermTM, Dermagraft®,
Apligraft®, Epicel®, TransCyte) tedavide kullanilmaktadir. Ancak bu iriinlerin ortak
dezavantajlar ithalat yoluyla gelmeleri nedeniyle yiiksek maliyetleri ve piyasada yaygin
olarak bulunmamalaridir (Civelek ve digerleri, 2007). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
yara Ortiilerinin iiretiminde elektro-¢ekim yontemi literatiirde 6nem kazanmistir. Ciinkii bu
yontemle hazirlanan yara Ortiileri diger yontemlere gore birgok iistiinliik saglamaktadir.
Elektro-¢ekim yontemiyle hazirlanan nanolif yapisindaki yara ortiilerinin avantajlari soyle
siralanabilir (Chen ve digerleri, 2008; Cai ve digerleri, 2010; Kanani ve Bahrami, 2010;
Kim ve Yoo, 2013; Calamak ve digerleri, 2014):

1) Nanolifler olusumlarina bagli olarak genis yiizey alan1 ve 3 boyutlu mikropordz
yaptya sahiptirler. ECM yapisini taklit edebilme yetenegine sahiptir. ECM memeli
dokular1 ic¢indeki hiicrelerin arasinda bulunan ve onlar1 destekleyen kompleks bir
yapidir. Deri, tendonlar, kikirdak ve kemikte yaygin olarak bulunur ve temel
bilesenleri kollajendir.

2) Mikropordz yapida olduklar igin oksijene gecirgendirler. Ancak bu porlar ekzojen
bakterilerin yaraya penetrasyonunu engelleyecek olgiide de kiigiiktiir.

3) lyilesme igin sinyal yolu hizla baslatilarak fibroblastlar dermal tabakaya g¢ekilir. Bu
sayede ECM’deki kollajen ve gesitli sitokinlerin (biiylime faktorleri, anjiyogenik
faktorler) hasarli dokuyu onarimi i¢in salgilanmasi baglatilir.

4) Yaray1 bakteriyel penetrasyondan ve dehidratasyondan korur.

5) Spesifik yiizey alaninin yiiksek olmasi (>5m2/g) sayesinde yara sivisinin drenajini ve
adsorbe olmasini saglar.

6) Elde edilen nanoliflerin esnek ve kesilip sekillendirilebilir olmasi bolgeye 06zgii
uygulamalar i¢in avantaj saglar.

7) Yara ortiisii i¢in uygun olan dokunmamis (non-woven) formda tiretilirler.

8) Yaranin korunmasinin yanisira terapotik ajanlarin lokal uygulanmasi saglanir.
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Patent arastirmalarinda doksisiklin hiklatin siispansiyon (CN 102440998 A), liyofilize
enjeksiyonluk toz (CN 105078905), lipozom (CN 1853640 B), enterik kapli pellet (CN
101596162 A) formiilasyonlar1 i¢in alinmis patentler olmasmna ragmen doksisiklin ve
kollajenin birlikte kullanildig1 koaksiyel elektro-¢cekim teknigiyle hazirlanmis nanolif yara

ortiisii ¢alismasina rastlanmamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Cihaz ve Sarf Malzemeler

3.1.1. Kullanilan cihazlar

Toplayict kismi doner silindir ve koaksiyal nanolif iiretimine uygun elektro-¢ekim
cihaz1 (NE-300, Inovenso, Tiirkiye)

Toplayic kismu sabit plaka elektro-cekim cihazi (NE-100, inovenso, Tiirkiye)
Diferansiyal taramal1 kalorimetri cihazi (DSC 60, Shimadzu, Japonya)

Fourier transform infrared spektrofotometri cihazi (Spectrum 400, Perkin Elmer, ABD)
Iletkenlik &l¢iim cihaz1 (HI-9033, Hanna Instruments, ABD)

Rotasyonel viskometre (DV-111 Rheometer, Brookfield, ABD)

Yiizey gerilimi ve temas acist Ol¢iim cihazi (Theta Lite optical tensiometer, Biolin
Scienctific, Attension, Finlandiya)

Taramali elektron mikroskobu (Quanta 400, Fei, ABD)

Yiiksek kontrastli transmisyon elektron mikroskobu (Tecnai G2 Spirit BioTwin, Fei,
ABD)

Tekstiir analiz (Texture Analyzer) cihaz1 (TA-XT Plus, Texture Analyser, Ingiltere)
Yiizey karakterizasyon cihazi (Autosorb-6B, Quantachrome Instruments, ABD)

UV spektrofotometre cihaz1 (UV-1700, Shimadzu, Japonya)

Coziinme hiz1 test cihazi (VK-7000, Vankel, ABD)

UV lambali (253 nm) laminar hava akigh test kabini (Euroflow Class IIA, Clean Air
Techniek, Hollanda)

Stabilite test kabinleri (TK-252, Niive, Tiirkiye)

Bilgisayar destekli goriintiileme sistemi (DM-4000, Leica, Almanya)

3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

Tip-1 kollajen (from calf skin, Bornstein and Traub Type I, Sigma Aldrich, ABD)
Doksisiklin hiklat (>%98, Sigma Aldrich, ABD)

Polikaprolakton (MA:80 kDA, Sigma Aldrich, ABD)

Polietilen oksit (MA:600 kDa, Colorcon, Ingiltere)
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e Kitozan (visk. 129 cPs, Golden Shell Pharmaceutical, Cin)

¢ Sodyum aljinat (Protanal LF 10/60, FMC Bioplymer, Norveg)

e Glasiyal asetik asit (%100, Sigma Aldrich, ABD)

e 1,1,1,3,3,3 hekzafloro-2-propanol (Sigma Aldrich, ABD)

e Tiyoglikolath besi yeri (Oxoid, Ingiltere)

e Soya-kazein ekstresi besi yeri (Sigma Aldrich, ABD)

e Insan keratinosit hiicre serisi (HaCaT, CLS Cell Lines, 300493, Almanya)

e UltraV block (TA-125-UB, Lot: AUB150113AC, Lab Vision, ABD)

e VEGF primer antikor (bs-1665R, Rabbit Polyclonal, Lot: 980699W, Bioss, ABD)

e bFGF primer antikor (bs-0217R, Rabbit Polyclonal, Lot: 9G23N9, Bioss, ABD)

e VWF primer antikor (bs-0586R, Rabbit Polyclonal, Lot: 9G30N12, Bioss, ABD)

e |IL-8 primer antikor (ab7747, Rabbit Polyclonal, Lot: GR233253-1, Abcam, ABD)

e MMP2 primer antikor (bs-0412R, Rabbit Polyclonal, Lot: 9E29M21, Bioss, ABD)

e MMP-9 primer antikor (bs-0397R, Rabbit Polyclonal, Lot: AE042901, Bioss, ABD)

e TIMP-1 primer antikor (bs-0415R, Rabbit Polyclonal, Lot: AE092115, Bioss, ABD)

e TIMP-2 primer antikor (bs-0416R, Rabbit Polyclonal, Lot: 980709W, Bioss, ABD)

e Biotinli sekonder antikor (TP-125-BN, Lot: PBN141111AE, Lab Vision, ABD)

e Streptavidin peroksidaz enzim kompleksi (TS-125-HR, Lot: SHR150121AA, Lab
Vision, ABD)

e Diaminobenzedin iceren (DAB) substrat (TA-125-HD, Lot: HD31722, Lab Vision,
ABD)

3.1.3. In vivo deneylerde kullanilan ¢ézeltiler

Nitrik oksit tayininde kullanilan

Griess | reaktifi:

%2’1ik N-(1-Naftil) etilendiamin dihidrokloriir ¢ozeltisi
Griess 11 reaktifi:

%5°lik H3PO, icinde %2’lik siilfanilamit ¢ozeltisi
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Askorbik asit tayininde kullanilan

Renk reaktifi:

%0,6’lik CuSOg4, %5’lik tiyoiire ve 9 N H»SO, iginde %2,2’lik dinitrofenilhidrazin
sirastyla 1:1:20 (h/h/h) oraninda karistirilir.

Glutatyon tayininde kullanilan

Reaktif karigim:

NeCI 309
Metafosforik asit 1,679
Eotma..... 0,29
Distilesu ym 100 ml

3.2. Etkin Madde ve Polimerlerin Karakterizasyon Calismalari

3.2.1. Diferansiyal taramah kalorimetre (DSC) analizleri

Onformiilasyon ¢aligmalarinda DSC termogramlarmin incelenmesi, etkin madde ve
yardimc1 maddeler arasindaki ge¢imliligin yorumlanmasinda siklikla kullanilmaktadir.
Caligmalarimizda kullandigimiz kollajen, doksisiklin ve polimerlerin DSC termogramlari
alinarak erime noktalar tayin edildi. Ayrica etkin madde ve polimerlerin 1:1 oranindaki

fiziksel karisimlarinin da DSC termogramlar1 alinarak gegimsizlik olup olmadigi incelendi.

DSC analizlerinde 6nce doksisiklin ve polimerlerin ayr1 ayri, azot gazi altinda 10°C/dk
1sitma hizinda, 25-250°C arasinda termogramlar1 alindi. Bunun i¢in 2 mg madde 0,1 mg
duyarlilikta hassas terazide tartildiktan sonra aliiminyum ornek kabina alinarak basing
altinda sikistirildi. Daha sonra doksisiklinin diger maddelerle 1:1 oranindaki karisimlarinin
ayn1 kosullarda termogramlar1 alinarak etkin madde-yardimci madde gecimsizligi kontrol

edildi.
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3.2.2. Tletkenlik 6l¢iimleri

Elektro-¢ekim isleminde diisiik iletkenlige sahip polimer ¢ozeltisi ile damla yapisindan
Taylor konisi sekline ge¢is saglanamaz ve lif olusumu gerceklesmez. Bu nedenle
caligmalarda kullanilacak polimer c¢ozeltilerinin ve karisimlarinin iletkenlik degerleri
incelenmistir. Iletkenlik bir metalin veya bir gazin kisaca tiim malzemelerin elektrik
akimmi gecirebilme oOzelligidir. Cozeltilerde akim anyonlar ve katyonlar tarafindan
taginirken, metallerde elektronlar tarafindan tasinir. Bir ¢ozeltinin elektrigi ne kadar iyi
ilettigi konsantrasyona, iyonlarin hareketliligine, iyonlarin degerligine ve sicakliga
baglhdir. Tim maddeler bir miktar iletkenlige sahiptir. Hazirlanan ¢ozeltilerin ve
karisimlarin iletkenlik 6zellikleri tayin edilirken once yaklasik 10 ml ¢ozelti ya da karisim,
20 ml’lik meziire konuldu. Daha sonra kondiiktivimetri cihazinin probu meziiriin i¢ine
daldirildi. Iletkenlik 6lgerin iki aktif elektrotuna optimum bir frekansta alternatif akim
uygulanarak potansiyel dl¢iimii yapildi. Iletkenligi hesaplamak i¢in hem potansiyel hem de
akim kullanilarak cihaz tarafindan ¢dozeltilerin ve karigimlarin puS/cm  cinsinden
kondiiktivite degerleri Olciildi  ve degerlendirildi. Deneyler oda sicakliginda

gerceklestirildi.
3.2.3. Viskozite olciimleri

Elektro-¢ekim isleminde ¢ok diisiik viskoziteli polimer ¢ozeltilerinden devamli ve diizgiin
yapili lifler olusmazken, ¢ok yliksek viskozite degerlerine ¢ikildiginda ¢ozeltinin akist
zorlasacak ve firetimin durmasina neden olabilecektir. Bu nedenle ¢alismalarda
kullanilacak polimer c¢ozeltilerinin ve karisimlarinin viskozite degerleri incelenmistir.
Sivilarin viskozitesi, akigkan tizerine uygulanan kaydirma kuvvetinin karsilastig1 siirtiinme
direncinin bir 6l¢iisiidiir. Siirtlinme direnci arttikca, siviy1 hareket ettirmek i¢in gerekli olan
kayma kuvveti artacaktir. Cozeltilerin ve karisimlarin viskozite oOl¢iimlerinde farkl
yontemler kullanilmaktadir. Calismalarimizda polimer c¢ozeltilerinin ve karigimlarinin
viskozite Olc¢timleri, diisiik hacimdeki orneklerde caligmaya imkan veren koni/tabla
viskometresi kullanilarak yapildi. Bu yontemde sabit tabla {izerinde donen koninin
(spindle), akiskan i¢indeki relatif hareketinden ortaya ¢ikan kuvvetlerin yol actig1 tork ve
kayma geriliminden viskozite hesaplanmaktadir. Oda sicakliginda yapilan deneylerde,

hazirlanan polimer ¢ozeltisi ve karigimlari cihazin tabla kismina (0,5 ml) konularak farkli
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kayma hizlarinda (10-100 rpm) kayma gerilimi ve viskozite dl¢iimleri yapildi. Elde edilen

viskozite ve kayma gerilimleri degerlendirildi.
3.2.4. Yiizey gerilimi ol¢iimleri

Elekto-¢ekim isleminde jet olusumu i¢in polimer ¢ozeltisinin yilizey geriliminin diisiik
olmasi beklenmektedir. Bu nedenle ¢alismalarda kullanilacak polimer ¢ozeltilerinin ve
karigimlarinin yiizey gerilimi degerleri incelenmistir. Yiizey gerilimi yiizeyin 1 cm?
artirilmasi i¢in birim uzunluga uygulanan kuvvettir ve birimi mN/cm ya da dyn/cm’dir.
Swvilarin yiizey gerilimi kapiler yiikselme, Wilhelmy levha yontemi, halka yontemi, damla
hacmi ve agirligi metodu, asili damla gibi farkli yontemler kullanilarak hesaplanabilir.
Calismalarimizda yiizey gerilimi 6lgtimleri asilt damla (pendant drop) metodu kullanilarak
yapildi. Bu yonteme gore polimer karistminin igne ucunda asili duran damlasinin sekli

cihaz tarafindan resim olarak kaydedildi (Resim 3.1).

...........

Resim 3.1. Asili damla metodu ile yiizey gerilimi 6lgtimii

Damla igne ucundan kopmaksizin asili kaldiginda, yer ¢ekimi kuvveti ile sivinin yiizey
gerilimi arasindaki dengenin sonucu olarak Resim 3.1°de gosterildigi gibi damla profili
olusur. Bu profilden polimer karigimlarinin yiizey gerilimi, Young Laplace esitligi (Es.
3.1) kullanilarak damlanin geometrik oOlgiilerine gore cihazin yazilimi tarafindan

hesaplandi (Stalder ve digerleri, 2010). Deneyler oda sicakliginda gerceklestirildi.

__ AP.G.R§

; (3.1)
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Bu esitlikte, v: yiizey gerilimi, AP: ylizeyler arasindaki yogunluk farki, G: yergekimi sabiti,
R: damla ucundaki egim egriligi yaricapi, B: sekil faktoriinii simgelemektedir.

3.3. Nanolif Uretimi Cahsmalar1

Yara Ortiisti olarak gorev yapacak nanoliflerin etkin maddeyi ve farkli polimerleri igerecek

sekilde ti¢ katmanli olmasi planlandi (Sekil 3.1).

Kollajen/PCL (gekirdek) ve
| doksisiklin/PEO (kabuk)
nanolifleri iceren tabaka

Kitozan nanolifleri
iceren tabaka

Sodyum aljinat
nanolifleri igceren tabaka

Sekil 3.1. Uretilen yara ortiisiiniin sematik goriintiisii

Tasarlanan yara ortiisiiniin en alt katmanini olusturan aljinat ve kitozanin yara iyilestirici
etki ve biyoadezif Ozellik gostermesi beklenmektedir. Koaksiyal nanoliflerin kabuk
kisminda bulunan doksisiklinin hizla yara sivisina karismasi, sonrasinda ise g¢ekirdek
kisminda bulunan PCL ve kollajenin yeni doku olusumunda doku iskelesi gorevi yapacagi

diisiiniilmustiir (Sekil 3.1).

Buna gore ii¢ katmanli olan koaksiyal nanolif yapisindaki yara ortiisiiniin iiretiminde;

e ilk olarak i¢ (gekirdek) kisminda kollajen ve PCL, dis (kabuk) kisminda PEO ve
doksisiklin igeren koaksiyal nanolifler, en alt katmanda paralel yerlesimli olarak doner

silindire toplanmustir.
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o Koaksiyal yapidaki yara Ortiisii tabakasi elde edildikten sonra polimer karigimi
degistirilerek bu tabakanin iizerine Once kitozan iceren nanolifler paralel yerlesimli
olarak toplanmuigtir.

e Daha sonra sodyum aljinat iceren nanolifler yara Ortiisiiniin en {ist katmanini

olusturacak sekilde paralel yerlesimli olarak toplanmustir.

Nanolif {iretim c¢alismalarinda islem parametrelerini saptamak amaciyla, 0Once
doksisiklin/kollajen igeren koaksiyal nanoliflerin, daha sonra ise kitozan ve sodyum aljinat

nanoliflerin iiretilmesi i¢in ¢aligmalar ayr1 ayr1 yapilmistir.

3.3.1. Koaksiyal nanolif iiretim ¢alismalari

Yara oOrtiisiinlin en alt katmanmi olusturan koaksiyal nanoliflerin paralel yerlesimli
iiretilmesi i¢in yapilan Onformiilasyon c¢alismalar1 koaksiyal basliktan doner silindire

toplama yapilan elektro-¢ekim cihazinda gergeklestirilmistir (Resim 3.2).
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Resim 3.2. Toplayic1 kism1 doner silindir olan koaksiyal elektro-¢ekim cihazi

Koaksiyal nanoliflerin ¢ekirdek kisminda PCL/kollajen, kabuk kisminda PEO/doksisiklin

icerecek sekilde tiretilmesi planlanmistir (Sekil 3.2).
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PCL ve kollajen
polimer
gozeltileri
karigimi

- ([ M

'| Kabuk :
=7"| PEO/Doksisiklin

(H:é\lr TT] | \1

Cekirdek : PCL/Kollajen

‘r

Doksisiklinve
PEO polimer

cozeltileri o
karisimi ‘

Sekil 3.2. Koaksiyal nanoliflerin sematik goriintiisii

Cekirdek kisimdaki PCL hidrofobik o6zelliktedir. Bu nedenle kabuk kismindaki
polimerlerin ¢6ziiciisliniin su olmasi durumunda koaksiyal basligin u¢ kisminda PCL su ile
reaksiyona girerek koaksiyal bashigin tikanmasina yol acacaktir. Bu nedenle kabuk

kisminda ¢6ziicii olarak asetik asit kullanilmistir.

Al-A4 formiilasyonlarinda ¢ekirdek kismi i¢in polimer ¢ozeltisi hazirlanirken énce PCL
ve kollajen yeterli miktarda tartildiktan sonra yeterli miktar glasiyal asetik asite eklenerek
manyetik karistiricida karistirilarak maddelerin 1yice ¢6zlinmesi saglandi. Ancak kollajenin
glasiyal asetik asitte tam ¢ozlinememesi ve elektro-liretim yapilirken basligin tikanmasina
yol agmasi nedeniyle sonraki formiilasyonlarda HFIP’deki ¢ozeltisi kullanildi. Ornegin
kollajen:PCL (2,5:5) karistminin elde edilmesi igin, kollajen %5 oranda HFIP’de, PCL
%10 oranda GAA iginde ¢Oziindii. Daha sonra bu iki ¢ozelti esit hacimde karistirilarak

sonu¢ karisimda %2,5 kollajen, %5 PCL olmasi saglandi.

Kabuk kismi i¢in polimer ¢ozeltisi hazirlanirken énce 250 mg doksisiklin 1 ml distile suda
manyetik karistirict kullanilarak ¢oziildii. 250 mg PEO, 9 ml glasiyal asetik asit igerisinde
manyetik karistiricida karistirildi ve tizerine doksisiklinin 1 ml sulu ¢ozeltisi eklendi.

Sonug karisim ultrasonik banyoda bekletildikten sonra elektro-¢ekim iglemine gegildi.
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Koaksiyal nanoliflerin {iretiminde 10-25 kV araligindaki voltaj degerleri denenmis ve jet
olusumunu saglayabilen degerlerle (11-12 kV) calismalara devam edilmistir. igne ucu-
toplayic1 arasindaki mesafe i¢in de 10-23 cm araliginda degerler denenmis ve en uzak
mesafe olan 23 c¢cm uygun bulunmustur. 23 cm’den daha yakin degerlerde jetlerden
¢cozliciiniin buharlagsmas1 tam saglanamadigi i¢in folyo iizerindeki nanolif tabakasini

1slatarak zarar verdigi gozlenmistir. Bu nedenle bu iki deger ¢alismalarda sabit tutulmustur.

Koaksiyal yapinin olusup olusmadigini kontrol amaciyla yapilan nanolif iiretim ¢aligmalari

Cizelge 3.1°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Koaksiyal nanoliflerin islem parametreleri

Kabuk
Kabuk Cekirdek
. Cekirdek Cekirdek Kabuk kismi i
Formiilasyon Cekirdek Kabuk kism kism akag Voltaj = Mesafe
kism kism kism akis
Kodu kism kism kons. izt (kV) (cm)
kons. (%) ¢oziicii ¢oziicii hiz
(%) (ml/s)
(ml/s)
%90
Al PCL:Kollajen 5:2,5 GAA PEO:Doks 2,5:25 AA 0,15 0,25 11 23
%90
A2 PCL:Kollajen 5:2,5 GAA PEO:Doks 2,5:25 AA 0,25 0,25 12 23
%90
A3 PCL:Kollajen 5:2,5 GAA PEO:Doks 2525 AA 0,25 0,15 11 23
%90
A4 PCL:Kollajen 5:15 GAA PEO:Doks 2525 AA 0,25 0,25 11 23
%90
A5 PCL:Kollajen 5:15 GAA:HFIP | PEO:Doks 2525 AA 0,25 0,35 12 23

Cizelge 3.1’de yer alan formiilasyonlarin TEM goriintiileri alindi. TEM goriintiilerini
almak icin nanolifler gridlerin (karbon lacey) iizerine toplandi. Uzerine toplama yapilacak
grid, aliminyum folyo {izerine kenarlarindan yapistirilip sabitlendikten sonra aliiminyum
folyo doner silindire yerlestirildi (Resim 3.3). Bir dakikalik nanolif iiretiminden sonra

aliiminyum folyo tizerinden grid alind1.!

! Koaksiyal nanoliflerin TEM gbriintiileri ODTU Merlab’da alinmugtir.
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Resim 3.3. TEM goriintiileri alinmasi amaciyla aliiminyum folyoya grid uygulanmasi

Koaksiyal yap1 elde etme 6n c¢alismalarinda kabuk kismini olusturan polimer ¢dzeltisinin
akis hizinin koaksiyal yap1 olusumuna dogrudan etkili oldugu belirlendi. TEM goriintiileri
incelendiginde kabuk ve ¢ekirdek kisimlarini olusturan polimer ¢ozeltilerinin akis hizlarina

gore 3 farkli durum olustugu gozlendi:

+ Kabuk ve cekirdek fazlarinin akis hizi ayni olursa koaksiyal yapi1 olusumu nadir
gbzlenmekte,

» Kabuk fazin akis hiz1 ¢ekirdek fazindan diisiik olursa koaksiyal baslikta damlacik
olusumu bozulmakta nanolif olusumu gerceklesmemekte,

+ Kabuk fazin akis hiz1 ¢ekirdek fazindan yiiksek olursa koaksiyal yapi nanoliflerin

cogunda olugmaktadir.

Koaksival vapida paralel verlesimli nanoliflerin elde edilmesi calismalar

Koaksiyal yapinin olustugu TEM goriintiileri ile kanitlandiktan sonra nanoliflerin birbirine
paralel yerlesmesi icin c¢aligmalar yapildi. Paralel yapida yerlesmis nanoliflerin elde
edilmesi doner silindirin doniis hizina baglidir. Nanoliflerin paralel elde edilmesi amaciyla
A5 formiilasyonu sabit iiretim parametreleri kullanilarak sadece farkli doniis hizlarinda
aliminyum folyoya toplandi ve SEM goriintiileri alindi.® Calismalarda denenen farkl

doniis hizlar1 Cizelge 3.2°de verilmistir.

! Nanoliflerin SEM gbriintiileri ODTU Merlab’da almmustir.
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Cizelge 3.2. Paralel yerlesim ¢alismalarinda kullanilan hiz parametreleri

Doniis Hizi
Formiilasyon Kodu

(rpm)
A5-1 500
A5-2 1500
A5-3 2000
A5-4 2500
A5-5 3000

Kollajen konsantrasyonunun belirlenmesi

Koaksiyal nanoliflerin paralel yerlesimli elde edilmesinden sonra c¢ekirdek kismina
yiiklenen kollajen miktarin1 artirmak amaciyla yeni formiilasyonlar hazirlandi. Hazirlanan
bu formiilasyonlarda islem parametreleri kabuk fazin akis hiz1 haricinde sabit tutulmusgtur
(Cizelge 3.3). Kollajen konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda iki
farkli akis hizi denendi. Her formiilasyon iki ayr1 akis hizinda hazirlanarak TEM

goriintiileri alindi.

Cizelge 3.3. Kollajen konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla hazirlanan koaksiyal
nanolif formiilasyonlari

Kabuk

. . Kabuk Cekirdek -

Form. Cekirdek Celdrdek Celdrdek Kabuk kism Kabuk kism akig lasmu Voltaj = Mesafe Dénils

kism kism kism akis hiza

Kodu kismm L kismm kons. L hiz (kV) (cm)
kons. (%) ¢oziicii ¢oziicii iz (rpm)
(%) (mlfs)
(mlfs)

0

Ab PCL:Kollajen 5:2 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 /X?AO 0,25 0,35 12 23 1500
[

A7 PCL:Kollajen 5:2 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 /X?AO 0,25 0,25 12 23 1500
0

A8 PCL:Kollajen 5:2,5 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,35 12 23 1500
0

A9 PCL:Kollajen 5:2,5 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,25 12 23 1500
0

A10 PCL:Kollajen 5:3 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 X?AO 0,25 0,35 12 23 1500
0

All PCL:Kollajen 5:3 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 X?AO 0,25 0,25 12 23 1500
0

A12 PCL:Kollajen 5:3,5 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 X?AO 0,25 0,35 12 23 1500
0

Al3 PCL:Kollajen 5:3,5 GAAHFIP = PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,25 12 23 1500
0

Al4 PCL:Kollajen 5:4 GAAHFIP = PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,35 12 23 1500
0

Al5 PCL:Kollajen 5:4 GAAHFIP = PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,25 12 23 1500
0

Al6 PCL:Kollajen 5:4,5 GAAHFIP = PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,35 12 23 1500
0

Al7 PCL:Kollajen 5:4,5 GAAHFIP = PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,25 12 23 1500
0

Al8 PCL:Kollajen 5:5 GAAHFIP  PEO:Doks = 2,5:2,5 Q?AO 0,25 0,35 12 23 1500
0

Al9 PCL:Kollajen 5:5 GAAHFIP | PEO:Doks = 2,5:2,5 %90 0,25 0,25 12 23 1500
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PCL konsantrasyonunun belirlenmesi

Yara ortlisiinde hidrofobik yapidaki PCL’nin nanolif yapisinda en az oranda bulunmasi
1slanmasin1  kolaylastiracaktir. TEM goriintiileri incelendiginde koaksiyal yapidaki
nanolifler ¢ekirdek kisimda % 4,5 kollajen ve % 5 PCL igeren formiilasyonlarda (AlS5,
A16) homojen olarak elde edilmistir. Bu veriler 1518inda PCL konsantrasyonu azaltilarak

yeni formiilasyonlar hazirlanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. PCL konsantrasyonu belirlenmesi amaciyla hazirlanan koaksiyal nanolif

formiilasyonlar1
Cekirdek Kabuk
Cekirdek Kabuk Kabuk ) Doniis
Form. Cekirdek kismm akig kismm Voltaj Mesafe
Cekirdek kism kismu kons. Kabuk kism kismt kismt hz
Kodu kism ¢oziicii hia akis hia (kV) (cm)
(%) kons. (%) ¢oziicii (rpm)
(ml/s) (ml/s)
%90
A20 PCL:Kollajen 4:45 GAA:HFIP = PEO:Doks 2,5:25 AA 0,25 0,35 12 23 1500
%90
A21 PCL:Kollajen 3:45 GAAHFIP = PEO:Doks 2525 AA 0,25 0,35 12 23 1500
%90
A22 PCL:Kollajen 2:45 GAAHFIP = PEO:Doks 2525 AA 0,25 0,35 12 23 1500
%90
A23 PCL:Kollajen 1,5:45 GAAHFIP = PEO:Doks 2525 AA 0,25 0,35 12 23 1500
A %90
A24 PCL:Kollajen 1:45 GAA:HFIP = PEO:Doks 2,5:25 AA 0,25 0,35 12 23 1500

3.3.2. Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin hazirlanmasi

Dogal polimerler olan kitozan ve aljinat, yara Ortiisiine yara iyilestirici ve biyoadezif etkiyi
artirmast amaciyla eklenmistir. Yara Ortiisiiniin iist katmanlarini olusturan kitozan ve
sodyum aljinat nanoliflerinin Onformiilasyon ¢aligmalarinda, nanolifler 6nce rasgele
yerlesimli olarak tek igneden sabit plakaya toplama yapilan elektro-¢ekim cihazinda (NE-
100, Inovenso) elde edilmistir (Resim 3.4). Bu calismalarla uygun olan polimer
konsantrasyonlar1 ve islem parametreleri belirlendikten sonra, nanoliflerin doner silindire
toplama yapilan elektro-gekim cihazinda (NE-300, Inovenso) paralel yerlesimli elde

edilmesi gergeklestirilmistir.
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Resim 3.4. Toplayici kismi sabit plaka olan elektro-¢ekim cihazi

Kitozan ve sodyum aljinat polielektrolit yapida olduklar1 i¢in polimer c¢ozeltilerinin
iletkenlik degerleri ¢ok yiiksektir ve bu polimer ¢ozeltileri elektro-¢ekim iglemi i¢in uygun
degildir. Saf polimer ¢ozeltilerinden nanolif {iretimi i¢in farkli islem parametreleri
denenmis fakat nanolif elde edilememistir. Literatiirde de saf polimer ¢ozeltilerinden
nanolif elde edilemedigi goriilmiistiir (Safi ve digerleri, 2007). Literatiirde yapilan
caligmalar incelendiginde sodyum aljinat ve kitozan nanoliflerinin PEO ya da PVA gibi
polimerlerle karigimlarindan hareketle hazirlandig1 goriilmektedir (Hu ve digerleri, 2015).
Dolayisiyla kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin PEO ile hazirlanan polimer
karisimlarindan elde edilmesine karar verildi. Bu amagla ¢alismalarda kitozan ve sodyum
nanoliflerin iiretilmesinde kullanilacak PEO konsantrasyonlara karar vermek icin dnce

sadece PEO igeren nanoliflerin iiretilmesi i¢in ¢alismalar yapilmistir.

Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerin iiretiminde 10-25 kV araligindaki voltaj degerleri
denenmis ve jet olusumunu saglayabilen degerlerle calismalara devam edilmistir. Igne ucu-

toplayic1 arasindaki mesafe icin de 10-15 cm aralifinda degerler denenmistir. Islem
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parametrelerinden biri olan polimer ¢ozeltilerinin akis hizim1 saptamak amaciyla 0,1-0,5
ml/s araliginda farkli degerler denenmistir. igne ucundan damlanin akmadig1 ve Taylor

konisinin diizgiin bir sekilde olustugu uygun akis hizlar1 se¢ilmistir.

PEO nanoliflerinin hazirlanmasi

Literatiirde PEO nanolifleri ile yapilmis ¢alismalar g6z oniinde bulundurularak {i¢ farkli
konsantrasyondaki (% 5-7) PEO ¢ozeltilerinden Cizelge 3.5°teki islem parametreleri
kullanilarak kesintisiz ve tekrarlanabilir sekilde nanolifler elde edildi. PEO ¢o6zeltileri
hazirlanirken uygun miktarda tartilan polimer, bidistile suya eklendi ve manyetik

karistiricida 24 saat karistirildu.

Cizelge 3.5. PEO nanoliflerinin islem parametreleri

Formiilasyon PEO cozeltisi Akis Hizi Mesafe Voltaj
Kodu konsantrasyonu I/ kV
(%) (ml/s) (cm) (kV)
PEOL 5 0,1 10 13
PEO2 6 01 10 13
PEO3 7 0,1 15 12

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan PEO c¢ozeltilerinden elde edilen nanoliflerin SEM
goriintiileri alindi ve morfolojileri incelendi. Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin

hazirlanmasinda % 6 ve % 7’lik PEO ¢ozeltilerinin kullanilmasina karar verildi.

Rasgele verlesimli kitozan nanoliflerinin elde edilmesi

Kitozanin % 2’lik ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in 6nce 50 ml bidistile suya 0,7 ml glasiyel
asetik asit ve 2 gram kitozan eklendi. 1 saat mekanik karigtiricida diisiik devirde
karistirlldi. Homojen bir c¢ozelti elde edildikten sonra 100 mL’ye bidistile su ile
tamamlandi. Bu ¢ozelti iizerine % 6 veya % 7 konsantrasyonda PEO c¢ozeltisi eklendi ve
karistirmaya devam edildi. Karigimin igindeki hava kabarciklarini uzaklagtirmak igin

elektro-¢cekim isleminden 6nce ultrasonik banyoda 5 dk bekletildi.

PEO ile farkli oranlarda hazirlanan kitozan polimer karisimlarindan PEO:kitozan oram

90:10 ve 80:20 oldugunda nanolif tretimi saglanirken, 70:30 ve iizerindeki kitozan



64

oranlarinda nanolif {iretimi gerceklestirilememistir. Farkli konsantrasyonda PEO
kullanilarak elde edilen kitozan nanoliflerinin islem parametreleri Cizelge 3.6’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.6. Rasgele yerlesimli kitozan i¢eren nanolif formiilasyonlari

%2’lik %6’hk %7’lik Akis )
Formiilasyon _ Mesafe Voltaj
Kitozan PEO PEO hiz1
Kodu (cm) (kV)
orani orani orani (ml/s)
PEO-CH1 20 80 - 0,3 15 16
PEO-CH2 20 - 80 0,4 10 12

Rasgele verlesimli sodyum aljinat nanoliflerinin hazirlanmasi

Sodyum aljinat ¢ozeltileri hazirlanmasi i¢in uygun miktarda tartilan polimer bidistile suya
eklendi ve manyetik karistiricida 24 saat karistirildi. Bu ¢ozelti tizerine % 6 veya % 7
konsantrasyonda PEO c¢ozeltisi eklendi ve karigtirmaya devam edildi. Karisimin igindeki

hava kabarciklarini uzaklastirmak icin elektro-¢cekim isleminden 6nce ultrasonik banyoda 5

dk bekletildi.

PEO ile farkli oranlarda hazirlanan polimer karisimlarindan PEO:sodyum aljinat oram
90:10; 80:20 ve 70:30 oldugunda nanolif iiretimi saglanirken, 60:40 oldugunda nanolif
iretimi gergeklestirilememistir. Farkli konsantrasyonda PEO kullanilarak elde edilen

sodyum aljinat nanoliflerinin islem parametreleri Cizelge 3.7°de gosterilmistir.

Cizelge 3.7. Rasgele yerlesimli sodyum aljinat igeren nanolif formiilasyonlari

Formiilasyon %2’lik Aljinat | %6’k PEO | %7’lik PEO ?:les Mesafe | Voltaj
Kodu orani orani orani (cm) (kV)
(ml/s)
PEO-SAl 30 70 - 0,3 15 10
PEO-SA2 30 - 70 0,5 15 11
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Paralel yerlesimli kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin elde edilmesi

Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin doner silindir toplayicist olan elektro-¢cekim
cihaz1 ile yapilacak calismalarinda PEO-CH1 ve PEO-SA1 formiilasyonlar1 kullanildi.
Koaksiyal nanoliflerle yapilan ¢alisma sonuglarina gére 1500 rpm’de nanolifler paralel
yerlesimli olarak elde edilmisti. Bu sonu¢ goz oniinde bulundurularak elde edilen
karigimlardan paralel yerlesimli nanolifler elektro-cekim cihazinda Cizelge 3.8’de

gosterilen parametreler uygulanarak elde edildi ve SEM goriintiileri alindi.

Cizelge 3.8. Paralel yerlesimli sodyum aljinat ve kitozan nanoliflerinin islem parametreleri

Akis hz1 Mesafe Voltaj Doniis hizi
Formiilasyon Kodu
(ml/s) (cm) (kV) (rpm)
PEO-CH1 0,3 17 14 1500
PEO-SA1 0,3 17 13 1500

3.3.3. Sonu¢ formiilasyonlarin iiretilmesi

Yapilan nanolif iiretim ¢aligmalar1 sonucunda;

» Kabuk kisminda doksisiklin/PEO ve ¢ekirdek kisminda kollajen/PCL olan koaksiyal
nanolifler elde edildi.

* Hazirlanan koaksiyal nanolifler doner silindire 1500 rpm’de paralel yerlesimli olarak
toplandi.

* A22, A23 ve A24 formiilasyonlar1 ilizerine dnce kitozan sonra aljinat nanolifleri paralel
yerlesimli olarak toplandi (Resim 3.5). Bu formiilasyonlarin bilesimi Cizelge 3.9’da

gosterilmistir.

Cizelge 3.9. Sonug formiilasyonlarin bilesimi

Koaksiyal nanolilerin Koaksiyal nanoliflerin
Sonug¢ ¢ekirdek kism kabuk kismu . . . B
_ — Koaksiyal nanolif Kitozan Aljinat

Formiilasyon PCL Kollajen Doksisiklin PEO L L

formiilasyonu nanolifleri nanolifleri
Kodu kons. kons. kons. kons.
(%) (%) (%) (%)

B1 1 45 25 25 A24 PEO-CH1 PEO-SA1

B2 15 45 25 25 A23 PEO-CH1 PEO-SA1

B3 2 45 25 25 A22 PEO-CH1 PEO-SA1
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Resim 3.5. Elde edilen nanolif yara ortiileri

3.4. Hazirlanan Koaksiyal Nanoliflerin Karakterizasyon Calismalari

3.4.1. FT-IR calismasi

On calismalarda hazirlanan koaksiyal nanoliflerin, etkin maddenin ve koaksiyal nanolif
yapisina giren diger polimerlerin (kollajen, PCL, PEO) FT-IR spektrumlar1 alinarak

maddelerin karakteristik pikleri incelenmistir.

3.4.2. Ortalama lif capinin hesaplanmasi

Hazirlanan nanolif yara ortiilerinin alinan SEM goriintiileri yardimiyla ortalama lif ¢ap1 ve

dagilimi1 ImageJ programi kullanilarak hesaplandi. Imagel bir goriintii analiz programidir
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ve nanoliflerin karakterizasyonunda da kullanilmaktadir. Programi kullanirken oncelikle

SEM goriintiisiiniin skalasi programa tanitilmigtir (Resim 3.6).

= 4 Image) = L=l
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
o @l CJojc|off <| [N |Ala|o|s| s s]a]s] | |-

Set Scale......

3 4_003.1if (75%)
30.12x27.74 cm (1024x943); RCB; 3.7MB

Set Scale

Distance in pixels: |204.00
Known distance: |1000
Pixel aspectratio: [1.0

Unit of length:  [nm
Click to Remove Scale

I~ Global

Scale: 0.204 pixelsinm

OK | Cancel | Help

8/22/2013 HV mag WD det | spot ——1—pﬂ'—‘r—
7 M |20.00 kV| 60 000 x|10.7 mm|ETD| 3.0 Central Laboratory

Resim 3.6. ImageJ programu ile skala ayarlanmasi

Daha sonra liflere yakin ¢ekim yapilarak lif ¢aplari isaretlenmistir. Program, skalaya gore

lif capinin degerini vermistir (Resim 3.7). Elde edilen lif ¢aplarinin ortalamasi ve dagilimi

da program tarafindan belirlenmistir.
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£ Image) -~
ONLAR  SIAYTC File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help Oturum ag
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|

4 4_003.tif (300%)
5019 50x4622.45 nm (1024x343); ROB; 3 7MB

4 Results - ol
File Edt Font Results
[area [mean [Min __[max __ Tange [iengh |~
1537804 111726 65778 191029 -156682 306596

Resim 3.7. ImageJ programu ile nanolif ¢ap 6lgiimii

3.4.3. Mekanik o6zelliklerin incelenmesi

Hazirladigimiz yara oOrtiilerinin hem yara bolgesinin seklini alabilecek seviyede esnek hem
de yeterli dirence sahip olmas1 gereklidir. Aliiminyum levhaya toplanan nanolifler 3cm x 1
cm boyutunda kesildi ve alt ve iist tutacak kisimlarina sikistirildi (Resim 3.8). Alt tutacak

kism1 sabit olan aparatin, iist tutacak kismi1 5 mm/dk hizinda yukar1 dogru hareket ederken

kopma uzamasi ve gerilme direnci hesaplandi.

Resim 3.8. Hazirlanan formiilasyonlarin mekanik 6zelliklerinin Texture Analyzer cihazi ile
incelenmesi
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3.4.4. Yapisma ozelliklerinin incelenmesi

Yara ortiilerinin yapisma 6zelliklerinin incelenmesi amaciyla Texture Analyzer cihazi ile

yapilan ¢alismalarda;

* 1 cm ¢apinda yuvarlak nanolif kesitleri alindi,

* Alnan kesitler cihazin iist probuna yapistirildi,

» Alt kisimda tavsan derisi hareket etmeyecek sekilde sabitlestirildi,

e Islem parametreleri: Prob hiz1 1,0 mm/sn; probun uyguladig: kuvvet 0,2 N; 6rnek ile
temas siiresi 150 sn.

* Temas siiresi sonunda iist probun dokudan ayrilirken olusturdugu grafik yardimiyla

biyoadezyon isi degeri yazilim tarafindan hesaplandi.

Calismalarda tam kalinlikta eksizyonel tavsan derisi, ylizey alaninin genis olmasi
nedeniyle model doku olarak kullanildi (Renuka ve digerleri, 2012). Tavsan derisinin
traglanmig {list kismi kullanilarak yara oOrtiilerinin saglam derideki biyoadezyonu da
incelendi. Ayrica sonu¢ formiilasyonun tam kalinlikta eksizyonel sigan derisi kullanilarak

tavsan derisi ile karsilagtiritlmasi da yapilmistir.

3.4.5. Temas acilarmin ol¢iilmesi

Temas acis1 Olglimleri bir materyalin iizerine bir damla sivi konularak c¢esitli optik
sistemlerin yardimiyla belli bir siire sonra damlanin boyutlarina gore degerlendirilmesidir.
Temas agisinin kiigiik olmast (0-90°) islanabilirligin iyi, biiyiik olmasi (90-180°) ise

yetersiz oldugunun gostergesidir.

Olgiimlerde nanolif yiizeyine 5 ul distile su damlatildi ve 30 saniye boyunca temas
acisindaki degisim gozlendi (Resim 3.9). Nanoliflerin kamerada diizgiin sekil alabilmesi
icin “convex sample holder” kullanildi. Bu aparat sayesinde nanolif ylizeyi gerdirilerek
plirlizsiiz ve diizgiin bir sekil almas1 saglanmaktadir. Nanolif yiizeyinde 6 farkli noktada

Olciimler yapilarak ortalama degerler hesaplanda.
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Resim 3.9. Temas agis1 6l¢iim cihazi
3.5. B1, B2 ve B3 Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Cahsmalar

B1, B2 ve B3 formiilasyonlarinda mekanik, yapisma ve temas acis1 Ozelliklerinin
incelenmesi i¢in yapilan caligmalar Bolim 3.4°te anlatildigi gibi koaksiyal nanoliflerle

ayn1 kosullarda yapilmistir.
3.6. B1 ve B2 Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Cahsmalar

Karakterizasyon caligmalar1 sonucunda PCL konsantrasyonunun %?2’den daha diisiik
oldugu B1 ve B2 formiilasyonlar1 ile ¢calismalara devam edilmesine karar verildi ve daha

ileri karakterizasyon ¢aligmalar1 yapildi.
3.6.1. Porozite ve por capi dagilimi 6l¢iimleri

Nanoliflerin porozite Ol¢limleri ImageJ kullanilarak yapilmistir. Literatiirde de Imagel
pragrami kullanilarak porozite dl¢iimleri yapilan ¢alismalar mevcuttur. (Venkataraman ve
digerleri, 2007; Rnjak-Kovacina ve digerleri, 2011; Marklein ve digerleri, 2012). Bu
yontemde Once program nanoliflerin orijinal goriintiisiini (Resim 3.10A) siyah/beyaz

olarak tekrar renklendirir (Resim 3.10B).



' A __1.001.8if (50%) - n 1.001.4if (50%) - oNEM

", ‘::' Ii‘ ¥ / A1
Y g
/'/.'t

7
Vg
1)

Resim 3.10. ImagelJ programu ile porozite dl¢iimii

Nanolifler siyah, bosluk kismi ise beyaz olarak renklendirildikten sonra iki farkli rengin
kendi alanlar1 hesaplanir. Nanoliflerin alani, toplam alana oranlanir ve bu oran % porozite
olarak kabul edilir. Ayrica ODTU Merlab’da gerceklestirilen deneylerde civa porozimetrisi

kullanilarak diisiik basing altinda nanoliflerin por ¢apt dagilimi verileri de elde edilmistir.
3.6.2. Spesifik yiizey alam 6l¢iimleri

Nanoliflerin spesifik yilizey alaninin genis olmasi sayesinde yara iyilesmesinde hemostazi
desteklemekte ve sivi emiliminde de rol oynamaktadirlar. Yara ortiisii olarak kullanilacak
nanoliflerin yiizey alanlarmin 5 m%g’dan yiiksek olmasi istenmektedir. Bu nedenle
hazirlanan nanoliflerin spesifik yiizey alan1 dl¢iimleri ¢ok noktali BET analizi kullanilarak
yapilmustir.! Deney 6ncesinde nanolifler saflastirma ve sudan aritma islemi i¢in vakumlu
1sitma yapan (350°C’ye kadar) degaze linitesine yerlestirilir. Bu islemin ardindan, 6rnekler
sivi azot sicakliginda adsorbat olarak kullanilan azot gaziyla analize tabi tutulur. Bu
deneyler sonucunda maddenin hangi basingta ne kadar azot tuttu§unu gosteren adsorpsiyon

izotermi elde edilir.

! Spesifik yiizey alan1 6l¢iimleri ODTU Merlab’da yapilmustir.
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3.6.3. Doksisiklinin miktar tayini yontemi ve analitik yontem validasyonu

Literatiirde doksisiklinin miktar tayini i¢in UV spektrofotometre ve yiiksek basingli sivi
kromatografisi yontemleri kullanilmaktadir (Kogawa ve Salgado, 2012). Doksisiklinin
miktar tayini ve salim hiz1 ¢caligmalarinda UV spektrofotometre yontemi tercih edilmistir.
Doksisiklinin sudaki ¢ozeltisinin iki farkli dalga boyunda (274, 346 nm) maksimum
absorbans verdigi goriilmiistiir. 346 nm’de elde edilen kalibrasyon grafiginin r* degerinin
daha yiiksek olmasi ve USP36’da da 346 nm’de calisilmasinin Onerilmesi nedeniyle
deneylerde bu dalga boyu kullanilmistir. Doksisiklinin miktar tayini yontem validasyonu
caligmalarinda segicilik, dogrusallik, geri elde, deney i¢i ve deneyler arasi kesinlik ve
algilama sinir1 (limit of detection) ile kantitatif 6lgme sinir1 (limit of quantification)

hesaplamalar1 yapild.

Secicilik calismalari

Yontemin sadece etkin maddeye 6zgili oldugunu gostermek amaciyla segicilik ¢aligmalart
yapilmaktadir. Doksisiklin miktar tayini yonteminin sec¢iciliginin arastirilmasi amaciyla
PEO, aljinat, kitozan, kollajen ve bu dort maddenin karistmunin sudaki ¢ozeltileri
hazirland1 ve 400-200 nm arasinda UV dalga boyu taramasi yapildi. Bu dalga boylarinda

absorbanslarimin olup olmadigi incelendi.

Dogrusallik calismasi

Ornek igindeki etkin madde derisimi ile dlgiilen absorbans degeri arasindaki iliskinin
dogrusal oldugunun gosterilmesidir. Doksisiklinin kalibrasyon denklemini hesaplamak
amaciyla 9 farkli konsantrasyonda (5-30 pg/ml) hazirlanmis ¢ozeltilerin UV absorbans

degerleri konsantrasyona kars1 grafige gecirildi.

Geril elde calismalar

Analiz yonteminin dogrulugu geri kazanim ile hesaplanir ve % bagil standart sapma ile
ifade edilir. Doksisiklinin geri elde ¢aligmalarinda bilinen ii¢ farkli derisimindeki stok
cozeltisinin absorbans1 346 nm’de 3 kez dl¢iildii. Bu absorbanslar, hesaplanan kalibrasyon
denkleminde yerine konularak derisimler, ylizde geri kazanimlar ve % bagil hata

hesaplandi.
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Tekrarlanabilirlik calismalari

Yontemin farkli zamanlarda farkli kisiler tarafindan yapildiginda ayni sonucu verdiginin
gosterilmesi amaciyla yapilmaktadir. Deney ici tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda doksisiklinin
100 mg/l derisimindeki stok c¢ozeltisinden gerekli seyreltmeler yapilarak 20 pug/ml derisimde
hazirlanan ¢ozeltinin absorbanst 346 nm’de 10 kez 6lgiildii ve ortalama doksisiklin miktart
hesaplandi. Deneyler arasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda ise stok ¢ozeltiden 10 farkli 20
pg/ml derisimde hazirlanan ¢ozeltilerle 3 farkli giinde 6l¢lim yapildi ve ortalama doksisiklin
miktarlan Sl¢iildii. Elde edilen absorbanslarin ortalamalari, ortalamalarin standart sapmasi ve
% bagil standart sapmalar1 hesaplandi. Tekrarlanabilirligin gostergesi olarak % bagil standart
sapma % 2’den kii¢iik olmalidir.

Duyvarlilik ve saptama sinir1

Doksisiklin miktar tayini yonteminin giivenilir sekilde analiz edebildigi en kiiciik derisimi
saptamak i¢in duyarlilik sinir1 ve saptama smir1 belirlendi. Bu amagla kullanilan denklemler

asagidaki sekildedir:

Duyarlilik sinir1 (LOD)= (3,3xc) / S
Saptama sinir1 (LOQ)= (10xc) / S
o : Kalibrasyon araligindaki en kiigiik derisimin standart sapmast

S : Kalibrasyon egrisinin egimi

3.6.4. Doksisiklin salim hiz1 cahismalar:

Yapilan literatlir aragtirmalarinda yara Ortiisii olarak tretilen formiilasyonlarda salim hizi
caligmalarinda distile suyun kullanildigi goriildii ve salim hizi ¢alismalarimizda distile su
kullanilmasina karar verildi (Mehta ve digerleri, 2013; Maver ve digerleri, 2015; Singh ve
digerleri, 2016).

Doksisiklinin in vitro ortamda salim hizi caligmalar1 32°C’de distile suda yapildi. Bu
calismalarda disk lizerinde palet (USP Apparatus-5) yontemi kullanildi. Diskler ¢dziinme
kaplarinin dip kismina yerlestirildikten sonra disklerin altina nanolifler yerlestirildi ve paletler

disk tizerinden 2,5 cm yukarida olacak sekilde ayarlandi (Resim 3.11). Daha sonra 32 °C’deki
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distile su eklendi ve paletlerin donii hiz1 50 rpm’e ayarlandz. 5., 10., 15., 30., 45., 60., 90., 120.
ve 180. dakikalarda ornekler almarak UV spektrofotometre cihazinda numunelerin 346

nm’deki absorbanslar 6l¢iildii. Elde edilen veriler zamana karsi grafige gecirildi.

Resim 3.11. Salim hiz1 ¢aligmalarinda kullanilan disk {izerinde palet yontemi
3.7. B1 Formiilasyonu Uzerinde Yapilan Calismalar

Bolim 3.6’da yapilan deneyler sonucunda in vivo deneylerde kullanilacak sonug
formiilasyonun Bl olmasina karar verilmistir. Bl formiilasyonu secilirken PCL
konsantrasyonunun en az, mekanik ve yapigma 6zelliklerinin yiliksek, temas acisinin diisiik,
porozitenin ve spesifik yilizey alaninin yeterli, doksisiklin salim hizinin yiiksek olmas1 géz
ontinde bulundurulmustur. B1 formiilasyonunda miktar tayini c¢alismalari, UV

sterilizasyonun etkinligi, stabilite ve hiicre kiiltiirii calismalar1 yapilmistir.
3.7.1. Nanoliflerde doksisiklin miktar tayini calismalari

Elektro-¢cekim igleminde nanolifler toplayict levhaya dogru giderken lif yogunlugu orta
kisimlarda kenar bolgelere gore daha yogundur. Bu nedenle iiretim sonunda kenar
bolgelerin kalinlig1 ince orta kisimlar ise daha kalin olmaktadir (Akduman ve digerleri,
2016). Dolayisiyla nanoliflere ilag yiiklendiginde etkin madde miktar1 nanolif tabakasinin

orta kisminda daha fazla olmaktadir.

Nanoliflerin bir bolgede yogun olarak toplanmasini en aza indirmek icin toplayici levha

iiretim esnasinda devamli olarak saga-sola yatay hareket etmektedir. in vivo deneylerde
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kullanilacak nanoliflerde etkin maddenin homojen olarak hangi bolgede oldugunu tespit
edebilmek amaciyla nanolifler yatay bir hat {izerinde esit Olgiilerde (1x1 cm) kesildi
(Resim 3.12).

Resim 3.12. Miktar tayini ¢aligmalarinda alinan kesitler

Alinan kesitler 24 saat 5 ml distile suda karistirild1 ve 24 saat sonunda membran filtreden

stiziilerek UV spektrofotometrede doksisiklin miktar tayini yapildi.
3.7.2. UV sterilizasyon calismalari

Calismalarimizda yara oOrtiilerinin laminar akisli kabinde UV sterilizasyonu yapilmis ve
etkinligi kanitlanmigtir. Sterilizasyon islemi laminar akisl kabinde, UV lambanin (253 nm)
5 cm altinda bekletilerek yapildi. Sterilizasyonun etkinligini denetlemek amaciyla alt ve iist
yiizeylerine ayr1 ayr1 1, 2 ve 3 saatlik UV sterilizasyon uygulanmis formiilasyonlar, uygun
sivi besiyerinde (tiyoglikolatli besi yeri ve soya-kazein ekstresi besi yeri) 14 giin
bekletilerek iireme olup olmadigi incelendi.,' Sterilizasyon siiresinin nanoliflerin
morfolojisine etkisi SEM goriintiileri alinarak incelenmistir. Ayrica sterilizasyon siiresinin
yara Ortiisiiniin mekanik, yapigsma ve temas acis1 6zellikleri ve doksisiklin miktar1 tizerine

etkisi de arastirilmistir.
3.7.3. Stabilite calismalari

B1 formiilasyonunun ICH Q1A(R2) stabilite kilavuzu dogrultusunda 3 farkli ortamda

stabilitesinin incelenmesi planlandi.

Sterilizasyon etkinligini arastirmak amaciyla yapilan calismalar Ankara Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi’nde Prof. Dr. Sulhiye Yildiz ile yapilmistir, kendisine tesekkiir ederiz.
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* 4°C/ortam nemi
* 25°C/%60 bagil nem
* 40°C/%75 bagil nem

Hazirlanan B1 formiilasyonlari otoklav poseti (polyester/polipropilen) ile posetlenerek

sicaklig1 ve bagil nemi ayarli stabilite kabinlerine yerlestirildi.

Stabilite ¢alismalar1 kapsaminda 3., 6., 9. ve 12. aylarda otoklav posetlerine konulan B1
formiilasyonunun SEM goriintiileri incelendi, doksisiklin miktar tayini, mekanik testler,

yapisma testleri ve temas agis1 Olgtimleri yapildi (Resim 3.13).

Resim 3.13. Stabilite testleri i¢in tek kat ambalajlanmig B1 formiilasyonu

Ancak 25°C/%60 bagil nemde ve 40°C/%75 bagil nemde karsilasilan stabilite sorunu
nedeniyle:

e iki kat posetlenen yeni serilerin 2 farkli kosulda stabilite ¢alismalar1 tekrar yapildi
(Resim 3.14).
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Resim 3.14. Stabilite testleri i¢in iki kat ambalajlanmis B1 formiilasyonu

3.7.4. Hiicre kiiltiirii calismalari

MTT testi, in vitro kosullarda hiicrelerin canlilifina dayanan ve sitotoksisiteyi dlgmek i¢in
uygulanan kantitatif, kolorimetrik bir testtir. Bir tetrazolyum tuzu olan MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) sar1 renkli olup, yasayan hiicrelerin
mitokondrilerinde bulunan siiksinat-dehidrojenaz enzimine spesifik olarak baglanmaktadir.
Bu baglanmanin sonunda suda ¢oziinmeyen koyu mavi renkte kristaller (formazan
kristalleri) olugsmaktadir. Kristaller, dimetil siilfoksit (DMSQO) gibi organik ¢oziiciilerde
coziinmektedir. Coziinmiis olan bu kristal, konsantrasyona bagli olarak goriiniir dalga

boylarinda 6lgiilebilen bir absorbans vermektedir.

Epidermiste en fazla bulunan hiicre tipi olan Keratinosit hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda,
kiiltiir ortam1 olarak 2 mM L-glutamin, %10 fetal sigir serumu (FBS) ve %1 penisilin-
streptomisin karisimi (10.000 U/ml penisilin - 10.000 pg/ml streptomisin) igeren (4,5 mM)
DMEM kullamldi.!

! Hiicre kiiltiirii calismalart Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi'nde Prof. Dr. Arzu Besikei ile
yapilmustir, kendisine tesekkiir ederiz.
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Sitotoksisite calismalari

Keratinosit hiicrelerinin sitotoksisite calismalar1 i¢in hazirlanmasi amaciyla, -80 °C'de
muhafaza edilen hiicreler, laminar hava akimli kiiltiir kabininde, icinde kiiltiir ortami
bulunan 2,5 cm®lik kaplara alinarak cogaltildi, mikroskop altinda incelenen hiicre
serilerinden kabin dibinin %80’ini kaplamis seriler daha sonra %5 CO, igeren 37°C'lik
inkiibatore yerlestirildi. Sterilize edilmis Bl formiilasyonu laminar hava akimli kabin
icerisinde hiicrelere ilave edildi. Kiiltiir plaklar1 37°C'de inkiibatérde yara iyilesme
evrelerinin gdstergesi olan 3 ve 7 giin boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
stiresinin 3 ve 7 gilin olarak belirlenmesinin amaci, in vivo deneylerdeki siirelerle uyumlu
olmas1 acisindandir. Inkiibasyondan sonra fosfat tamponunda 5 mg/ml konsantrasyonda
hazirlanan MTT c¢ozeltisinden 400 pl kuyulara eklenerek 2 saat 37°C'de inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonra olusan kristaller DMSO ilavesi ile ¢oziildii ve olusan ¢dzeltilerin
absorbansi ELISA okuyucuda 550 nm dalga boyunda belirlendi. Ayn1 sartlarda yara Ortiisii
ilave edilmeden inkiibe edilen hiicreler kontrol olarak kullanildi. Kontrol grubu ve ve yara

ortiileri eklenmis hiicrelerden elde edilen optik dansite degerleri belirlendi.
3.8. In Vivo Deneyler

In vivo deneyler Gazi Universitesi Rektorliigii Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurul
Baskanlig: tarafindan onaylanan 28/11/2013 tarihli 206-26505 sayili karar1 dogrultusunda,
Gazi Universitesi Laboratuvar Hayvanlar1 Yetistirme ve Deneysel Arastirmalar

Merkezi’nde yapildi (EK 1).

In vivo deneylerde Wistar albino erkek sicanlar kullanildi. Deney oncesi ve deney
sirasinda ad libitum olarak beslenen hayvanlar, deney siiresince tek tek kafeslerde olmak
lizere gin 15181 dongilisii paralelinde aydinlanan ortamda bakildi. Deneylerde Bl
formiilasyonunun normoglisemik (diyabet olmayan) siganlarda akut yarada ve
hiperglisemik (diyabet olusturulmus) sicanlarda kronik yarada etkinligi arastirildi. Deney
gruplar Cizelge 3.10°da gosterilmistir.



Cizelge 3.10. In vivo deney gruplari

Punch yarasi yapilan
normoglisemik gruplar

(n=54)

B1 formiilasyonu uygulanan
gruplar

(n=18)

Ticari liriin uygulanan gruplar
(n=18)

Normoglisemik kontrol grubu
(n=6)

Tedavisiz gruplar
(n=18)

Deneyler

In vivo

L

Hiperglisemik kontrol grubu
(n=6)

Punch yarasi yapilan
hiperglisemik gruplar

(n=54)

B1 formiilasyonu uygulanan
gruplar

(n=18)

Ticari liriin uygulanan gruplar
(n=18)

Tedavisiz gruplar
(n=18)

3. giin feda edildi (n=6)
7. giin feda edildi (n=6)
14. giin feda edildi (n=6)

3. giin feda edildi (n=6)
7. giin feda edildi (n=6)
14. giin feda edildi (n=6)

3. giin feda edildi (n=6)
7. giin feda edildi (n=6)
14. giin feda edildi (n=6)

3. giin feda edildi (n=6)
7. giin feda edildi (n=6)
14. gl'.in feda edildi (n=6)

3. giin feda edildi (n=6)
7. giin feda edildi (n=6)
14. g_l'.in feda edildi (_n=6!

3. giin feda edildi (n=6)
7. gun feda edildi (n=6)
14. gl'.in feda edildi (_n=6}

6.



80

3.8.1. Normoglisemik gruplar

Normoglisemik gruplar, diyabet olusturulmamis siganlarla yapilan deney gruplardir. Bu
hayvanlara deney Oncesi herhangi bir islem uygulanmamistir. Bu gruptaki hayvanlar 200-

250 g arasindaki siganlardan segilmis ve yara modeli (akut yara) olusturulmustur.

3.8.2. Hiperglisemik gruplar

Hiperglisemik gruplarda diyabet olusturulmus sicanlar kullanilmigtir. Diyabet olusturmak
icin agirligt 200 gramin altinda olan siganlara pH 4.5 sitrat tamponu ic¢inde tek doz 65
mg/kg streptozotosin (STZ) intraperitoneal (i.p.) yolla enjekte edildi. 7 giin sonra kan
glukoz seviyeleri seker 6l¢clim cihazi ile 6l¢iildii ve 300 mg/dl’nin {izerinde olanlar diyabet
olmus olarak kabul edildi. Diyabet olusan hiperglisemik si¢anlarda, yara modeli (kronik

yara) olusturuldu.

Diyabet olusmayan siganlarda 3 giin sonra tekrar kan glukoz ol¢iimii yapildi. Eger kan
glukoz seviyesi yine 300 mg/dl’nin altindaysa ayni1 dozda ikinci STZ uygulamasi yapildi. 7
giin sonra yapilan kan glukoz seviyesi Ol¢iimlerinde kan glukoz seviyesi yine 300

mg/dl’nin altindaysa ¢alismadan ¢ikartildu.

3.8.3. Yara modelinin olusturulmasi

Deney hayvanlari sabah saat 10:00’da standart terazide tartildi. Intramuskiiler olarak
ketamin (Alfamine 50 mg/kg) ve ksilazin (Alfazyne 5 mg/kg) enjekte edilerek genel

anestezi saglandu.

Hayvanlarin sirtlar1 tras edildi ve PVP-iyot kompleksi igeren antiseptik ¢ozelti siiriildii.
Hayvanlarin dorsalinde, omurganin her iki yaninda 1 cm ¢apinda olacak sekilde 6 adet tam
kalinlikta punch yarast yapildi (Resim 3.15-3.17). Yara biyiikliiklerinin her hayvanda

standart olmasi i¢in tek kullanimlik ve steril olan Acuderm biopsi punchlar1 kullanildi.
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Resim 3.15. Anestezi saglanan hayvanlarda tam kalinlikta eksizyonel yara olusturulmasi

Resim 3.16. Punch yardimiyla kesilen derinin ¢ikartilmasi
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Resim 3.17. Tam kalinlikta eksizyonel yaralarin yakindan gériintimii

Yara modelinde bolgeler arasi farkliligt en aza indirmek amaciyla Sekil 3.3°deki
numaralandirmaya gore her hayvandan doku o6rnegi alindi. Alinan doku oOrnekleri her

seferinde ayni siralama gozetilerek asagidaki deneylerde kullanildi:

1 nolu doku 6rnegi: Histolojik ¢alismalar

2 nolu doku 6rnegi: MDA ve glutatyon tayini
3 nolu doku 6rnegi: Askorbik asit tayini

4 nolu doku 6rnegi: Nitrik oksit tayini

5 nolu doku 6rnegi: Siiperoksit dismutaz tayini

6 nolu doku 6rnegi: immunohistokimyasal ¢aligmalar
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Sekil 3.3. Doku 6rneklerinin numaralandirilmasi

Sicanlara yara Ortiileri uygulandiktan sonra iyilesme evreleri gozoniline alinarak
inflamasyon, proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarini temsilen sirasiyla 3., 7. ve 14,
glinlerde yara dokular1 alindi. Bu amagla deney gruplarindaki sicanlar, kronobiyolojik
siraya uygun olacak sekilde anestezi altindayken kalplerinden kan ¢ekilmek suretiyle feda
edildi ve yara dokusu hemen c¢ikarilip aliiminyum folyoya sarildiktan sonra sivi azot

igerisine konularak donduruldu. Yara dokular1 -80°C’de muhafaza edildi.

3.8.4. Yara ortiilerinin uygulanmasi

Sterilize edilmis yara Ortiilerinin tedavi silirecinde hergiin ayni saatte uygulanmasi
planlanmisti. Ancak 3 gilinlik gruplarda yapilan 06n c¢aligmalarin  sonuglari
degerlendirildiginde hergiin yara oOrtiisii uygulanmasinda kafese miidahele nedeniyle

hayvanin strese girdigi, yara Ortiisii uygulamasi sirasinda hayvanin kasilmasi nedeniyle
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kapanmaya baslayan yaranin kanayarak tekrar agildigi gozlendi. Bu nedenle steril yara
ortiilerinin sonraki deneylerde sadece yara olusturulduktan sonra hemen ve tek sefer

uygulanmasina karar verildi.

Tam kalinlikta punch yarasi yapilan hayvanlara 1 cm ¢apinda kesilen ve 26Ouglcm2

doksisiklin i¢eren B1 formiilasyonu uygulanmistir (Resim 3.18 ve 3.19).

e AN e
W' 207 0 L2 AT wip NN

Resim 3.18. Nanolif yara ortiisii uygulanmis sigan gériintiisii - 1

Resim 3.19. Nanolif yara ortiisti uygulanmis sigan goriintiisii - 2

B1 formiilasyonunu, piyasa preparati ile karsilastirmak amaciyla ABD’de iiretilen ve

doksisiklin icermeyen ancak kollajen igeren bir yara Ortiisii olan Promogran ile ¢alisildi.
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Promogran yara ile temas ettiginde yumusak jel kivamina gelen bir yara oOrtiistidiir.
Sicanlara uygulanmadan 6nce Promogran, biopsi punchla 1 c¢cm ¢apinda kesildi ve tam

yaray1 kaplayacak sekilde uygulandi (Resim 3.20).

Resim 3.20. Ticari tiriin uygulanmis sican

3.8.5. Yara kapanmasi denetimi

Normoglisemik ve hiperglisemik gruplarda 3., 7. ve 14. giinlerde yara dokular1 alinmadan
Once sicanlar anestezi altindayken biitiin yaralarin boyutlar1 Ol¢lilmiis ve fotograflar:
cekilmistir. Son yara alanlarmin ortalamasi hesaplanarak ve baslangi¢ yarasina gore %

kapanmasi Es. 3.2’ye gore hesaplanmuistir.

Boslangicyvaraalani—Son yora alam
5 FLEN ¥ x100
Baoslangig yara alant (32)

Yara kapanma yiizdesi =

3.8.6. Doku érneklerinde biyokimyasal cahismalar

Dokuda MDA tayini

Doku o6rnekleri tartildiktan sonra agirhiginin 9 kati kadar KCI ile homojenize edildi. 1 ml
homojenata 0,5 ml trikloroasetik asit eklendi. Bu karisim 3000 g’de 10 dk santrifiij edildi.

1 ml silipernatana 0,5 ml tiyobarbitiirik asit ve 10 pl biitilhidroksi toluen eklendi.

! Doku érneklerinde biyokimyasal ¢alismalar Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi’nde Prof. Dr. Sule Cevher ile
yapilmigstir, kendisine tesekkiir ederiz.
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Benmaride 10 dk kaynatildi. Numuneler sogutulup kore karsi optik dansitesi 535 nm’de

okundu.

Dokuda NO tayini

Dokulardaki nitrik oksit konsantrasyonu Griess yontemi ile tayin edildi (Miranda ve
digerleri, 2001). Dokular sodyum fosfat tamponu (pH 7.0) ile homojenize edildikten sonra,
3500 rpm’ de 15 dk santrifiij edildi ve NaOH eklenerek inkiibe edildi. 200 pl stipernatana,
ortamdaki nitrat1 nitrite indirgemek amaciyla esit miktarda vanadyum(III) kloriir (VCls)
eklendi ve 37°C’ de 30 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra sodyum fosfat tamponu ve
esit miktarlarda karigtirllmis olan Griess I+II reaktifleri eklendi. 37°C’de 10 dk
inkiibasyondan sonra numunelerin optik dansitesi spektrofotometrede, kore karsi, 540
nm’de okundu. 6,4 mM’lik stok sodyum nitrit (NaNO,) standart1 giinliik olarak diliie
edilerek, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ve 1 uM konsantrasyonlarda standartlar elde edildi.
Hazirlanan standart egriden dokulardaki NO konsantrasyonu umol/g doku olarak

hesaplandi.

Dokuda GSH tayini

Dokuda GSH tayini i¢in modifiye Elman yontemi kullanildi (Aykag ve digerleri, 1985).
Doku 6rnekleri tartildiktan sonra agirliginim 9 kati KCI iginde 4°C’de 5 dk homojenize
edildi. 0,5 ml homojenata 0,75 ml reaktif karistmi ilave edildi. Vorteksle karistirildiktan
sonra 15 dk siire ile 4000 rpm’de, 4°C’de santrifiij edildi. 0,5 ml siipernatan aliarak iistiine
2 ml 0,3 M Nay;HPO, 2H,0 ve 0,2 ml ditiyoobisnitrobenzoik asit (DTNB, 0,4 mg/ml %1
sodyum sitrat) ilave edildi. Oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra numunelerin optik
dansitesi spektrofotometrede 412 nm’de kore kars1 okundu. Doku GSH diizeyleri umol/g
doku olarak hesaplandi.

Dokuda AA tayini

Roe ve Kuether’in Berger tarafindan modifiye edilmis metodu kullanildi (Berger ve
digerleri, 1989). Dokular perklorik asit iginde 5 dk. homojenize edildi. Homojenat 15000g
devirde 3 dk 4°C'de santrifiij edildi. Bir tiipe standart askorbik asit (AA) ¢ozeltisi, baska bir

tipe kor icin perklorik asit ¢ozeltisi ve oOrneklerin hazirlanacagi tiliplere siipernatan
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konuldu. Her bir tlipe renk reaktifi eklenip vorteksle karistirilip 3 saat 37°C'de inkiibe
edildi. Numuneler sogutulup her bir tiipe HoSO, eklendi ve vorteksle karistirildi. Oda
sicakliginda 45 dk bekletildikten sonra numuneler 515 nm dalga boyunda
spektrofotometrede kore karst okundu. Dokulardaki AA konsantrasyonu mg/g doku olarak

hesaplandi.

Dokuda SOD tayini

Dokulardaki SOD tayini igin Sigma SOD kiti ve E.Coli’den elde edilmis SOD standarti
kullanildi. SOD siiperoksit anyonunun hidrojen peroksite doniismesinde rol oynayan bir
enzimdir. Siiperoksit anyonunun formazan boyasi ile etkilesimi kolorimetrik olarak tayin
edilerek SOD aktivitesi hesaplanmaktadir. Dokular o6nce izotonik sodyum kloriirle
yikanarak tizerindeki kan uzaklastirildi. Yikanip kurutulan dokular siikroz tamponunda 5dk
homojenize edildikten sonra 10000g’de 5 dk santrifiij edildi. 20 pl siipernatan 96
kuyucuklu plakaya aktarildi. Daha sonra siipernatan {izerine kit prosediiriine uygun
hazirlanmis enzim ve boya ¢ozeltileri eklendi. Plaka 37°C’de 20 dakika inkiibe edildi ve
450 nm’de absorbanslar okundu. SOD standart1 kullanilarak farkli konsantrasyonlarda
SOD c¢ozeltileri hazirland1 ve %inhibisyon/SOD konsantrasyon grafigi elde edildi. Doku
orneklerinden elde edilen %inhibisyon degerleri bu grafikte yerine konularak SOD

miktarlari tayin edildi.
3.8.7. Doku drneklerinde histolojik cahsmalar®

Histokimvasal takip ve yOntem

Tim deneklerden elde edilen deri dokusu ornekleri 151k mikroskobik inceleme igin ilk
olarak en az 72 saat siiresince % 10’ luk formaldehit ¢ozeltisinde tespit edildi. Tespit
isleminden sonra doku ornekleri kasetlere konularak akarsu altinda 24 saat siiresince
yikandi. Suyun uzaklastirilmas: i¢in dokular artan alkol serilerinden (%50, %70, %80,
%90, %100) gecirildi. Sonrasinda dokular, parlatilmalar1 amaciyla ksilolden gecirilip
ardindan erimis parafine gomiildiiler. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 5 pm

kalinhigindaki kesitlere tiim gruplardaki her hayvana ait 6rnekler i¢in Hematoksilen-Eozin

! Doku orneklerinde histolojik ve immunohistokimyasal ¢alismalar Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi’nde Prof.
Dr. Candan Ozogul ile yapilmistir, kendisine tesekkiir ederiz.
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(H&E) boyamalar1 yapildi ve yara bolgesi histolojik olarak belirlendi. Kesitlerin bilgisayar
destekli goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda resimleri ¢ekildi. Histolojik

degerlendirmelerde gézlenmesi beklenen yapilar Resim 3.21°de gosterilmistir.

Resim 3.21. Saglikli deri histolojisi; Epidermis E, Dermis (D), kil follikiilleri (sar1 oklar),
Yag bezleri (mavi ok baslar)

H&E boyamalar histolojik ve morfometrik degerlendirmeler i¢in yapildi. Bu amagla 3
giinlik gruplarda inflamasyon skorlamalari, 7 gilinlik gruplarda reepitelizasyon
farkliliklari, 14 gilinlik gruplarda ise iyilesen yara bolgeleri histolojik olarak
degerlendirilerek karsilagtirildi.

Ucgiincii giinde normoglisemik ve hiperglisemik sigan gruplarinda nétrofilik infiltrasyon
yogunlugunu belirlemek icin her denekten elde edilen H&E ile boyanmis kesitlerde az (1),
orta (2) ve yogun (3) olmak iizere skorlama yapildi. Elde edilen verilerden nétrofilik
infiltrasyon yogunlugunu tanimlamak i¢in ortalama =+ standart hata degerleri kullanildi.
Normoglisemik ve hiperglisemik gruplari kendi igerisinde karsilastirmak i¢in Kruskal-

Wallis nonparametrik varyans analizi kullanildi.
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7 giinlik gruplarda yara kenarlarindan gelismekte olan epidermis dudaklari arasindaki
mesafenin hesaplanmasinda Leica Q Vin 3 programi kullanildi (Resim 3.22).
Reepitelizasyon skorlamalar1 yapilan 7 giinliik gruplarda epitelizasyonun tamamlanmadigi
araligr tamimlamak i¢in ortalama =+ standart hata degerleri kullanildi. Bu parametre i¢in
normoglisemik ve hiperglisemik gruplari kendi icerisinde karsilagtirmak i¢in Kruskal-

Wallis nonparametrik varyans analizi kullanildi.

Resim 3.22. Ornek reepitelizasyon skorlamasi

14. glinde normoglisemik ve hiperglisemik gruplarda anjiyogenez yogunlugunu belirlemek
icin her denekten elde edilen HE ile boyanmis kesitlerde 400X biiyliltmede alanlar
belirlendi. Her alanda goriilen damar sayisi belirlenerek skorlama yapildi. Alanda damar
sayist 1-2 damar (1), alanda 3-6 damar (2), alanda 7-10 damar (3) ve alanda 10’dan fazla
damar (4) olmak tiizere skorlama yapildi. Elde edilen verilerden vaskiilarizasyon

yogunlugunu tanimlamak igin ortalama =+ standart hata degerleri kullanildi.

Immunohistokimyasal yontem

Bloklarda yara bolgesinin histolojik olarak uygunluk seviyesi tespit edildikten sonra
immunohistokimyasal boyamalar icin kontrollii kesitler alinmaya devam edildi.
Olusturulan parafin bloklardan immiinohistokimyasal boyamalar i¢in polilizinli lamlara 5
um kalinliginda kesitler alindi. Alinan kesitler 37°C’deki etiivde bir gece tutuldu, daha
sonra deparafinizasyonu kolaylastirmak igin etiiv 1s1s1 57°C’ye ¢ikarilarak bu 1sida 1 saat,

sonrasinda 61 °C’ de 20 dakika bekletildi. Lamlar deparafinizasyonu tamamlamak igin 2
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kez 20’ser dakika ksilole etkin birakildi. Daha sonra kesitler 5’er dakika sirasiyla % 100, %
96, % 90, % 80 ve % 70’lik azalan alkol serilerinden gecirildi. Dehidrate edilen kesitleri
alkolden arindirmak icin kesitler 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirildi. Daha sonra doku
icerisinde formaldehitin kapattig1 reseptdr bolgelerinin agiga c¢ikarilmasini saglamak
amaciyla, dokulara Tris-EDTA antijen ¢ozeltisi (pH: 9.0) ile mikrodalga firinda retriver
islemi uygulandi. Mikrodalgadan ¢ikan kesitler 20 dakika disarida sogumaya birakildi.
Daha sonra dokular 2 kez 5’er dakika distile sudan gegirilip, dokularin etrafi PAP-pen ile
cevrilerek nemli ortam olan immiinohistokimya barina dizildi. Dokular 3 kez 3’er dakika
Tris Buffer Saline (TBS, pH:7.6) ile yikandiktan sonra, 15 dakika % 3’liik hidrojen
peroksit ile etkin birakilan dokulardan endojen peroksidaz aktivitesinin bloke edilmesi
saglandi. Islem sonrasinda TBS ile yikanan kesitlere 5 dakika UltraV block uygulanarak,
0zglin olmayan baglanmalarin engellenmesi saglandi. Bloklama asamasinin ardindan
kesitler yikanmadan, uygun dilusyonda VEGF (1:200), bFGF (1:200), vVWF (1:200), IL8
(1:100), MMP-2 (1:200), MMP-9 (1:200), TIMP-1 (1:200) ve TIMP-2 (1:200) primer
antikorlarma etkin birakilarak 1 gece +4°C inkiibasyonlar1 saglandi. Ertesi giin islemlere
devam edildi. Primer antikoru dokudan uzaklastirmak igin kesitler 3 kez 3’er dakika TBS
ile yikandiktan sonra 10 dakika biotinli sekonder antikor uygulanarak primer antikora
baglanmasi saglandi. Tekrar TBS ile yikandiktan sonra kesitler enzimin biotine baglanmasi
amaciyla 10 dakika streptavidin peroksidaz enzim kompleksine etkin birakildi. Islem
sonunda kesitler yine 3 kez 3’er dakika TBS ile yikandi. Son olarak ortama
diaminobenzedin (DAB) igeren substrati eklenerek yaklasik 5-10 dakika bekletilip
mikroskop altinda gozle gortilebilir immiin tepkimenin ortaya ¢ikmasi saglandiktan sonra
zemin boyasi olarak Mayer’in hematoksileni kullanildi. DAB ile isaretlenip zemin
boyamasi yapilan lamlar azalan alkol serilerinden ve ksilolden gecirildi. Sonrasinda
kesitlerin {izeri lamel ile Entallan ortami kullanilarak kapatildi. Kesitler bilgisayar destekli
goriintiileme sisteminde, Leica Q Vin 3 programinda fotograflari ¢ekildi. Her primer

antikor i¢in immiinohistokimyasal tutulum yogunluklar1 degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1. Etkin Madde ve Polimerlerin Karakterizasyon Calismalari

4.1.1. DSC cahismalari

Etkin maddenin, polimerlerin ve karigimlarinin DSC ¢alismalar1 Boliim 3.2.1°de anlatildig

gibi yapildi. Elde edilen termogramlar Sekil 4.1-4.5°de gosterilmektedir.

- PEO
- Doks + PEO
-

- .~ — -~ —

Sekil 4.1. Doksisiklin-PEO 1:1 karisiminin DSC termogrami
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psc Thermal Analysis Result
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Sekil 4.2. Doksisiklin-Kollajen 1:1 karisiminin DSC termogrami

Dsc Thermal Analysis Result
5000 - o N
Doksisiklin
— PCL
Doks-PCL
‘ \‘ = i B
0.00 )
| .
| ’
o |
500

| - ' 000 20000
‘ Temp [C]

Sekil 4.3. Doksisiklin-PCL 1:1 karisiminin DSC termogrami
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Sekil 4.4. Doksisiklin-Sodyum aljinat 1:1 karisiminin DSC termogrami

osc Thermal Analysis Result
5.00" s
——— Doksisiklin
— —— Kitozan M
———————— Doks + Kito M
—
000~ ! K
|
’1
" - S e A
| — I
-5.00- T e B
000 G e T
100.00 200.00
Temp [C]

Sekil 4.5. Doksisiklin-Kitozan 1:1 karisiminin DSC termogrami
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4.1.2. Tletkenlik dlciimleri

Bolim 3.2.2°de anlatildigi sekilde yapilan polimer c¢ozeltilerinin ve karisimlarinin

kondiiktivilerinin 6l¢iim sonuglar1 Cizelge 4.1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Polimer ¢ozeltilerinin ve karigimlarinin iletkenlik degerleri

Polimer Konsantrasyon Coziicii iletkenlik (uS/cm)
Koaksiyal nanoliflerin kabuk kismina ydnelik dl¢iimler
PEO:Doks 2,525 %90 AA 374
Koaksiyal nanoliflerin ¢ekirdek kismina yonelik dl¢iimler
PCL:Kollajen 1:4,5 GAA:HFIP 14,4
Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerine yonelik dl¢iimler
PEO 5 Distile su 148
PEO 6 Distile su 155
PEO 7 Distile su 162
Aljinat 2 Distile su 3870
Kitozan 2 Distile su 4210
PEO (%6) : Aljinat (%2) 7:3 Distile su 808
PEO (%7) : Aljinat (%2) 7:3 Distile su 850
PEO (%6) : Kitozan o
%2) 8:2 Distile su 891
PEO (%7) : Kitozan L
%2) 8:2 Distile su 980




4.1.3. Viskozite dl¢ciimleri

Viskozite dl¢timleri Boliim 3.2.4°de anlatildigi sekilde yapildi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Polimer ¢ozeltilerinin ve karigimlarinin viskozite degerleri
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Polimer Konsantrasyon Coziicit Viskozite (mPas)
Koaksiyal nanoliflerin kabuk kismina yoénelik dl¢iimler
PEO:Doks 2,5:25 %90 AA 887,6
Koaksiyal nanoliflerin ¢ekirdek kismina yonelik dl¢iimler
PCL:Kollajen 5:5 GAA:HFIP 649,1
PCL:Kollajen 5:4,5 GAA:HFIP 624,2
PCL:Kaollajen 5:4 GAA:HFIP 636,2
PCL:Kollajen 5:35 GAA:HFIP 586,5
PCL:Kollajen 5:3 GAA:HFIP 580,5
PCL:Kollajen 5:2,5 GAA:HFIP 566,6
PCL:Kollajen 5:2 GAA:HFIP 502,9
PCL:Kollajen 5:1,5 GAA:HFIP 4175
PCL:Kollajen 1:45 GAA:HFIP 387,3
PCL:Kollajen 1,5:4,5 GAA:HFIP 395,3
PCL:Kollajen 2:45 GAA:HFIP 403,2
PCL:Kollajen 3:45 GAA:HFIP 476,2
PCL:Kollajen 4:45 GAA:HFIP 617,5
Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerine yonelik dl¢ciimler

PEO 5 Distile su 3009
PEO 6 Distile su 6524
PEO 7 Distile su 8770
Aljinat 2 Distile su 636
Kitozan 2 Distile su 2906
PEO (%6) : Aljinat (%2) 7:3 Distile su 1547
PEO (%7) : Aljinat (%2) 7:3 Distile su 3797
PEO (%6) : Kitozan (%2) 8:2 Distile su 3777
PEO (%7) : Kitozan (%2) 8:2 Distile su 6849
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4.1.4. Yiizey gerilimi olciimleri

Bolim 3.2.4’de anlatildig1 gibi yapilan ylizey gerilimi 6l¢timleri sonuglart Cizelge 4.3‘te

gosterilmektedir.

Cizelge 4.3. Polimer ¢ozeltilerinin ve karigimlarinin yilizey gerilimi degerleri

Polimer Konsantrasyon Coziicit Yiizey Gerilimi (mN/m)
Koaksiyal nanoliflerin kabuk kismina yonelik él¢ciimler
PEO:Doks 2,5:25 %90 AA 38,2
Koaksiyal nanoliflerin ¢ekirdek kismina yonelik dl¢iimler
PCL:Kollajen 5:5 GAA:HFIP 17,9
PCL:Kollajen 5:4,5 GAA:HFIP 17,7
PCL:Kollajen 5:4 GAA:HFIP 17,4
PCL:Kollajen 5:35 GAA:HFIP 17,3
PCL:Kollajen 5:3 GAA:HFIP 17,3
PCL:Kollajen 5:25 GAA:HFIP 17,2
PCL:Kollajen 5:2 GAA:HFIP 17,2
PCL:Kollajen 5:1,5 GAA:HFIP 17,0
PCL:Kollajen 1:45 GAA:HFIP 16,6
PCL:Kollajen 1,5:4,5 GAA:HFIP 16,8
PCL:Kollajen 2:45 GAA:HFIP 16,9
PCL:Kollajen 3145 GAA:HFIP 17,2
PCL:Kollajen 4:45 GAA:HFIP 17,4
Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerine yonelik dl¢ciimler

PEO 5 Distile su 65,80
PEO 6 Distile su 59,30
PEO 7 Distile su 57,01
Aljinat 2 Distile su 59,90
Kitozan 2 Distile su 73,16
PEO (%6) : Aljinat (%2) 7:3 Distile su 58,67
PEO (%7) : Aljinat (%2) 7:3 Distile su 58,94
PEO (%6) : Kitozan (%2) 8:2 Distile su 56,93
PEO (%7) : Kitozan (%2) 8:2 Distile su 54,08
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4.2. Nanolif Uretimi Cahsmalar:

4.2.1. Koaksiyal nanolif iiretim ¢calismalari

Koaksiyal nanoliflerle yapilan 6n c¢alismalarda Cizelge 3.1°deki islem parametreleri ile

hazirlanan formiilasyonlarin TEM goriintiileri Resim 4.1-4.5’da gosterilmektedir.

nm)

Resim 4.3. A3 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:1000 nm,
C:1000 nm)
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Resim 4.4. A4 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek ¢ubugu: A:1000 nm, B:5000 nm,
C:1000 nm)

Resim 4.5. A5 formiilasyonu TEM gériintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:100 nm, C:500
nm)

4.2.2. Koaksiyal yapida paralel yerlesimli nanoliflerin elde edilmesi calismalari

Cizelge 3.2°deki  doniis  hizlarinda  gergeklestirilen  deneylerde  A5-1-AS5-5

formiilasyonlarina ait SEM goriintiileri Resim 4.6-4.10°te gosterilmektedir.



e N\
! ~ P — |
mag WD det | spot S um
2:18:05 PM |20.00 kV |12 000 x |14.4 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

Resim 4.6. A5-1 formiilasyonuna ait SEM goriintiisii (Silindirin doniis hizi 500 rpm,
12000x)

Resim 4.7. A5-2 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri (Silindirin doniis hiz1 1500 rpm,
A:800x, B:12000x)
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Resim 4.8. A5-3 formiilasyonuna ait SEM goérintiileri (Silindirin doniis hizi 2000 rpm,
A:800x, B:12000x)

Resim 4.9. A5-4 formiilasyonuna ait SEM goérintiileri (Silindirin doniis hizi 2500 rpm,
A:800x, B:12000x)
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Resim 4.10. A5-5 formiilasyonuna ait SEM goriintiileri (Silindirin doniis hiz1 3000 rpm,
A:800x, B:12000x)

4.2.3. Kollajen konsantrasyonunun belirlenmesi

PCL konsantrasyonu %5’te sabit tutulup farkli kollajen konsantrasyonlarinda ve iki farkli

akis hizinda elde edilen nanoliflerin TEM goriintiileri Resim 4.11-4.24‘te gosterilmistir.

Resim 4.11. A6 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek cubugu: A:200 nm, B:500 nm,
C:500 nm)
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Resim 4.12. A7 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek gubugu: A:500 nm, B:1000 nm,
C:500 nm)

Resim 4.13. A8 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:1000 nm)

Resim 4.14. A9 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek cubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:500 nm)
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Resim 4.15. A10 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek gubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:500 nm)

Resim 4.16. A1l formiilasyonu TEM gériintiisii (Olgek cubugu: A:200 nm, B:200 nm,
C:500 nm)

Resim 4.17. A12 formiilasyonu TEM gériintiisii (Olgek cubugu: A:500 nm, B:1000 nm,
C:500 nm)
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Resim 4.18. A13 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:500 nm)

Resim 4.19.  A14 formiilasyonu TEM goériintiisii (Olgek ¢ubugu: A:1000 nm, B:2000 nm,
C:1000 nm)

Resim 4.20.  A15 formiilasyonu TEM gériintiisii (Olgek ¢ubugu: A:2000 nm, B:500 nm,
C:1000 nm)
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Resim 4.21.  A16 formiilasyonu TEM gériintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:1000 nm,
C:1000 nm)

Resim 4.22. A17 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek gubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:1000 nm)

Resim 4.23.  A18 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek cubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:1000 nm)
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Resim 4.24. A19 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:500 nm)

4.2.4. PCL konsantrasyonunun belirlenmesi

Boliim 3.3.1°de belirtildigi gibi kollajen konsantrasyonu %4,5’te sabit tutulup azalan PCL
konsantrasyonlarinda ve akis hizlarinda elde edilen nanoliflerin TEM goriintiileri Resim

4.25-4.29da gosterilmistir.

Resim 4.25.  A20 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek cubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:500 nm)

Resim 4.26. A21 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek ¢ubugu:A: 1000 nm, B:500 nm,
C:500 nm)



Resim 4.27.  A22 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:500 nm)

Resim 4.28.  A23 formiilasyonu TEM gériintiisii (Olgek ¢ubugu: A:500 nm, B:1000 nm,
C:500 nm)

Resim 4.29.  A24 formiilasyonu TEM goriintiisii (Olgek cubugu: A:500 nm, B:500 nm,
C:500 nm)
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4.2.5. Kitozan ve aljinat nanolif tabakalarimin elde edilmesi

PEOQO nanoliflerinin hazirlanmasi

Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin hazirlanmasinda kullanilacak olan PEO
cozeltilerinin konsantrasyonunu belirlemek amaciyla farkli konsantrasyonlarda hazirlanan

PEO nanoliflerinin SEM goriintiileri Resim 4.30-4.32°de goriilmektedir.

Resim 4.32. PEO3 formiilasyonunun SEM goriintiileri (A:2000x, B:8000x, C:60000x)
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Rasgele verlesimli kitozan nanoliflerinin elde edilmesi

Iki farkli konsantrasyonda (%6 ve %7) hazirlanan PEO c¢ozeltisi ve %2’lik kitozan
cozeltilerinin 80:20 oranindaki karisimlarindan Cizelge 3.6°daki iiretim parametreleri ile

hazirlanan rasgele yerlesimli nanoliflerin SEM goriintiileri asagida gosterilmistir (Resim

4.33 ve 4.34).

Resim 4.34. PEO-CH2 formiilasyonunun SEM goriintiileri (A:2000x, B:8000x, C:60000x)

Rasgele verlesimli sodyum aljinat nanoliflerinin hazirlanmasi

Iki farkli konsantrasyonda (%6 ve %7) hazirlanan PEO ¢ozeltisi ve %2’lik sodyum aljinat
cozeltilerinin 70:30 oranindaki karisimlarindan Cizelge 3.7°deki liretim parametreleri ile

hazirlanan nanoliflerin SEM goriintiileri Resim 4.35 ve 4.36’da gosterilmistir.
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Resim 4.36. PEO-SA2 formiilasyonunun SEM goriintiileri (A:2000x, B:8000x, C:60000x)

Paralel yerlesimli Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin elde edilmesi

PEO-CH1 ve PEO-SA1 formiilasyonlarindan 1500 rpm doniis hizi ile elde edilen paralel
yerlesimli nanoliflerin SEM goriintiileri asagida gosterilmistir (Resim 4.37 ve 4.38).
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Resim 4.37. Paralel yerlesimli PEO-CH1 nanoliflerinin SEM goriintiisii (A:12000x,
B:50000x)

5 HV mag WD det Sbot ) i — pm ——
M|20.00 kV| 12 000 x|14.0 mm|ETD| 3.0 METU CENTRAL LAB

Resim 4.38. Paralel yerlesimli PEO-SA1 nanoliflerinin SEM goriintiisii (A:12000x,
B:50000x)

4.3. Hazirlanan Koaksiyal Nanoliflerin Karakterizasyon Calismalari

4.3.1. FT-IR ¢alismasi

Bolim 3.5.1°de belirtildigi gibi koaksiyal nanoliflerin yapisinin arastirilmasi amaciyla

yapilan FT-IR analizinde elde edilen spektrum Sekil 4.6°da gosterilmistir.



K oaksival nanolifler

143913 E42.50

Kollajenn 504

Dioks

1 PCL

4 FEO

Sekil 4.6. A22 formiilasyonunun, etkin maddenin ve polimerlerin IR spektrumlari

[4%"



4.3.2. Ortalama lif capinin hesaplanmasi
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Bolim 3.5.2°de anlatildigi gibi Image] programi kullanilarak formiilasyonlarin nanolif

caplar1 hesaplanarak Cizelge 4.4’te gdsterilmistir.

Cizelge 4.4. Hazirlanan formiilasyonlarin ortalama lif ¢aplari

Formiilasyon PCL Kollajen Cekirdek/Kabuk Ortalama
Kodu konsantrasyonu konsantrasyonu | polimer ¢6z. akis Cap (nm)
(%) (%) hiz1 (ml/saat)
A5-2 5 15 0,25/0,35 393
Ab 5 2 0,25/0,35 540
A7 5 2 0,25/0,25 602
A8 5 2,5 0,25/0,35 776
A9 5 2,5 0,25/0,25 568
A10 5 3 0,25/0,35 576
All 5 3 0,25/0,25 498
Al2 5 3,5 0,25/0,35 1033
Al3 5 3,5 0,25/0,25 564
Al4 5 4 0,25/0,35 705
A15 5 4 0,25/0,25 913
Al6 5 4,5 0,25/0,35 817
A17 5 4,5 0,25/0,25 694
Al18 5 5 0,25/0,35 734
Al9 5 5 0,25/0,25 600
A22 2 4,5 0,25/0,35 452
A23 15 4,5 0,25/0,35 420
A24 1 4,5 0,25/0,35 380
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4.3.3. Mekanik ozelliklerin incelenmesi
Formiilasyonlarin mekanik 6zellikleri Boliim 3.5.3de belirtildigi gibi yapildi. PCL miktar1

sabitken kollajen konsantrasyonunun artisinin nanoliflerin mekanik 6zellikleri iizerine

etkileri Sekil 4.7 ve 4.8’de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. Farkli kollajen konsantrasyonlarinda kopma uzamasindaki degisim (A5-2 %1,5;
A10 %3 ve A16 %4,5 kollajen icermektedir)
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Sekil 4.8. Farkli kollajen konsantrasyonlarinda gerilme direncindeki degisim (A5-2 %1,5;
A10 %3 ve A16 %4,5 kollajen igermektedir)
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Kollajen konsantrasyonu %4,5’ta sabitken farkli PCL konsantrasyonlarinda hazirlanan

formiilasyonlarin mekanik 6zellikleri Sekil 4.9 ve 4.10°da gdsterilmistir.

70 A 60,56

Kopma Uzamasi (%)

WA16 mA20 mA21 mA22 mA23 mA24

Sekil 4.9. Farkli PCL konsantrasyonlarinda kopma uzamasindaki degisim (A16 %5; A20
%4; A21 %3; A22 %2; A23 %1,5; A24 %1 PCL igermektedir)

Gerilme Direnci (MPa)

2R NN W W s
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WA16 mA20 mA21 mA22 mA23 mA24

Sekil 4.10. Farkli PCL konsantrasyonlarinda gerilme direncindeki degisim (A16 %5; A20
%4; A21 %3; A22 %2; A23 %1,5; A24 %1 PCL igermektedir)

4.3.4. Yapisma ozelliklerinin incelenmesi

Yapigsma 6zelliklerinin incelenmesi ¢aligmalar1 Boliim 3.5.4°te belirtildigi sekilde yapildi.

PCL konsantrasyonunun nanoliflerin yapisma Ozellikleri {izerine etkilerini arastirmak
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amaciyla derinin i¢ ve dis kisminda yapilan ¢aligmalarda elde edilen veriler Sekil 4.11 ve

4.12°de gosterilmistir.

0,16
0,111 0,117
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0
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Biyoadezyon isi (mJ/cm2)

Sekil 4.11. Farkli PCL konsantrasyonlarinin derinin i¢ kismina yapisma 6zellikleri tizerine
etkileri (A20 %4; A21 %3; A22 %2; A23 %]1,5; A24 %1 PCL icermektedir)
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Sekil 4.12. Farkli PCL konsantrasyonlarinin derinin dis kismina yapigsma o&zellikleri
izerine etkileri (A20 %4; A21 %3; A22 %2; A23 %l,5; A24 %1 PCL
icermektedir)



4.3.5. Temas acilarinin dl¢iilmesi
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Hazirlanan nanoliflerin temas agist Olglimleri Bolim 3.4.5°te anlatildigi gibi yapildi.

Calismalarda PCL konsantrasyonundaki

(A20, A2l,

A22, A23, A24) degisimin

nanoliflerin temas agis1 iizerine etkileri aragtirildi (Sekil 4.13).

a5 -
40 - 40,92
35 -
T30 -
z 26
- , A20
§ 25 293 25,87 25,61 25,09 A1
20,4
820 | 1934 1923 19,5 20,23
£ ’ b 18,33 18,4 194 A22
2 15 - X 15,87 X 15,12
X A23
10 - 9,44 9,77 10,06
A24
5 .
0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Zaman (saniye)

Sekil 4.13. Farkli PCL konsantrasyonlarinin temas acis1 6zellikleri iizerine etkileri (A20
%4; A21 %3; A22 %2; A23 %]1,5; A24 %1 PCL igermektedir)

4.4. B1, B2 ve B3 Formiilasyonlari Uzerinde Yapilan Calismalar

4.4.1. Mekanik ozelliklerin incelenmesi

%2, %1,5 ve %1 PCL iceren formiilasyonlarin (A22, A23, A24) kitozan ve aljinat

nanolifleri ile birlikte (B1, B2, B3) hazirlandiginda mekanik 6zellikleri incelenmistir (Sekil

4.14 ve 4.15).
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Sekil 4.14. Farkli PCL oranlarinda hazirlanmis formiilasyonlarin kopma uzamasindaki
degisim
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Sekil 4.15. Farkli PCL oranlarinda hazirlanmis formiilasyonlarin gerilme direncindeki
degisim

4.4.2. Yapisma ozelliklerinin incelenmesi

B1, B2 ve B3 formiilasyonlarinin yapisma 6zelliklerinin incelenmesi ¢aligmalart Boliim
3.5.4te belirtildigi sekilde yapildi. Bu c¢alismalarda elde edilen veriler Sekil 4.16 ve
4.17°de gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Farkli PCL konsantrasyonlarindaki formiilasyonlarin derinin i¢ kismina
yapisma Ozellikleri

Sonug¢ formiilasyon olarak segilen B1 formiilasyonunun sican derisi ve tavsan derisi ile

yapilan karsilagtirmali yapigsma deneyi sonuglart Sekil 4.17°te gosterilmistir

0,485

0,400

0,200 0,151

Biyoadezyon isi (mJ/cm?)
o
W
o
o

K=}
=
o
o

0,000

H Tavsan Derisi  ® Sigan Derisi

Sekil 4.17. B1 formiilasyonunun tavsan ve sican derisinin i¢ kismina yapigma
ozelliklerinin karsilastiriimasi

4.4.3. Temas acilarmin olciilmesi

B1, B2, B3 formiilasyonlarinin temas agis1 degerleri Sekil 4.18’de gosterilmistir.
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Sekil 4.18. %1, %1,5 ve %2 oraninda PCL igeren B1, B2 ve B3 formiilasyonlarinin temas
acis1 Ol¢timleri

4.5. B1 ve B2 Formiilasyonlari Uzerinde Yapilan Calismalar
4.5.1. Porozite ve por capi dagilimi él¢iimleri

ImagelJ programi ile SEM goriintiilerinden elde edilen verilerle hesaplanan porozite verileri

Sekil 4.19°da gosterilmistir.
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Sekil 4.19. ImageJ programi kullanilarak hesaplanan porozite degerleri
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Diisiik basingli civa porozimetrisinde yapilan por ¢apt dagilimi dlgiimleri sonuglart Sekil

4.20 ve 4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.20. A24 ve B1 formiilasyonlarinin por ¢ap1 dagilimi 6lgiim grafigi
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Sekil 4.21. A23 ve B2 formiilasyonlarinin por ¢ap1 dagilimi 6l¢iim grafigi

4.5.2. Spesifik yiizey alam dlciimleri

BET analizi ile Boliim 3.7.2°de anlatildig1 gibi yapilan spesifik yiizey alan1 dlglimleri

sonuglart Sekil 4.22°de verilmistir.



122

= =
o N

(o]

s

Spesifik ylizey alani (m?/g)
(<)}

N

9,86 9,65
9,06 I 9,53
0 I I I
A23 B2 A24 B1
Sekil 4.22. A23, A24, B1 ve B3 formiilasyonlarinin ¢ok noktalt BET analizi sonuglari

4.5.3. Doksisiklinin miktar tayini yontem validasyonu

Secicilik calismalari

Boliim 3.7.3’de anlatildigr gibi yapilan ¢alismada PEO, aljinat ve kitozan ¢ozeltilerinin
400-200 nm arasinda herhangi bir pik vermedigi goriildii (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Segicilik calismalarinda elde edilen spektrumlar (A:
C:Kitozan, D:Kollajen, E:Polimerlerin karigimi)
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Dogrusallik calismasi

Doksisiklinin UV’de yapilan spektrum taramasinda 274 ve 346 nm’de iki farkli pik verdigi
g6zlenmistir (Sekil 4.24).

eeeeee

Sekil 4.24. Farkli konsantrasyonlarda (5-30 pg/ml) hazirlanan doksisiklin ¢ozeltilerinin UV
spektrumlari

Bunlardan 346 nm’deki dalga boyunun kalibrasyon grafiginin 12 degeri daha yiiksek
bulundugu icin bu degerin kullanilmasina karar verilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (5-
30 pg/ml) hazirlanmig ¢ozeltilerin UV absorbans degerleri konsantrasyona karst grafige

gecirildi (Sekil 4.25).

0,899

y = 0,0298x + 0,0047
0,304 R2 = 0,9996

0,154

0 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Konsantrasyon (pug/mL)

Sekil 4.25. Doksisiklin miktar tayini yontemi dogrusallik ¢aligmast
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Geri elde calismalan

Ug farkl1 derisimdeki stok ¢dzeltisinin absorbansi 346 nm’de 3 kez dl¢iildii ve kalibrasyon

denkleminde bulunan degerlerle karsilastirildi (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan doksisiklin ¢dzeltilerinin geri elde
calismasi sonugclari

Cozeltideki Doksisiklin Hesapla Bulunan - o
Miktar1 (mg/l) Doksisiklin Miktar (mg/1y | D22t Hata (%)
%80 16 16,0 0,231
%100 20 20,3 1,29
%120 24 24,4 1,47

Tekrarlanabilirlik calismalari

Doksisiklinin deneyi¢i ve deneylerarasi tekrarlanabilirlik ¢alisma sonuglar1 Cizelge 4.6 ve

4.7¢de gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Deney ici tekrarlanabilirlik sonuglart

Ornek Doksisiklin Cozeltisi Hesapla Bulunan Derisim
No Konsantrasyonu (mg/l) (mg/l)
1 20 20,3
2 20 20,1
3 20 20,3
4 20 20,2
5 20 20,3
6 20 20,4
7 20 20,0
8 20 20,1
9 20 20,2
10 20 20,3

Ortalama 20,2
Standart Sapma 0,1
Bagil Sapma 0,602
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Cizelge 4.7. Deneyler arasi tekrarlanabilirlik sonuglari

) 1.Giin 2.Giin 3.Giin
Ornek No Doksisiklin Cozeltisi Doksisiklin Cozeltisi Doksisiklin Cozeltisi
Konsantrasyonu (mg/l) | Konsantrasyonu (mg/l) | Konsantrasyonu (mg/l)
1 20,1 20,1 20,3
2 20,1 20,2 20,4
3 20,2 20 20,2
4 20,1 20,4 20,3
5 20 20,3 20,3
6 20,2 20,1 20,4
7 20,2 20,1 20,1
8 20,1 20,4 20,3
9 20,1 20 20,3
10 20,2 20,1 20,2
Ortalama 20,1 20,2 20,3
S;Zgﬂf: 0.1 0.2 0.1
Si;%;; 0,335 0,741 0,453

Duyvarlilik ve saptama siniri

Doksisiklinin UV miktar tayini yonteminin algilama smir1 (Limit of Detection) ve
kantitatif 6lgme smir1 (Limit of Quantificative Measurement) hesaplamalari boliim
3.7.3’teki denklemler kullanilarak hesaplandi. Buna goére yontemin algilama sir1 0,577

pg/ml, kantitatif 6lgme sinirt 1,749 pg/ml olarak hesaplandi.



127

4.5.4. Doksisiklin salim hizi calismalari

Doksisiklin salim hizi ¢alismalart Bolim 3.7.4’te anlatildigi gibi yapildi. Doksisiklinin

yara Ortiilerinden salim profilleri Sekil 4.26’da gosterilmistir.
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Sekil 4.26. Farkli formiilasyonlardan doksisiklinin salim grafikleri
4.6. B1 Formiilasyonu Uzerinde Yapilan Cahsmalar
4.6.1. Miktar tayini cahismalari

Doksisiklinin miktar tayini c¢aligmalar1 sonucunda etkin maddenin aliiminyum folyo
tizerinde 3 cm’lik bir bolgede homojen dagildigi tespit edildi (Sekil 4.27). Orta kisimdaki 3
cm’lik bu bélgede doksisiklin miktar1 260 pg/cm? olarak bulunmustur.
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£ 0.15 0,11
[=
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0,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sekil 4.27. Miktar tayini ¢alismasinda elde edilen veriler
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4.6.2. UV sterilizasyon calismalari
Boliim 3.8.2°de belirtildigi gibi yapilan ¢alismalarda 1 saatlik UV sterilizasyonu yapilan
numunelerin hem tiyogallat ve hem de soya-kazein besiyerlerine ekim yapildiktan sonra 5.

giinde iireme goriilmiistiir. Ancak 2 ve 3 saatlik UV sterilizasyonu yapilan numunelerde 14

giin boyunca lireme olmadig1 saptanmustir.

Farkli sterilizasyon siirelerinin nanoliflerin morfolojileri iizerine etkilerini arastirmak

amaciyla alinan SEM goriintiileri agsagida gosterilmistir (Resim 4.39-4.41).

Resim 4.39. B1 formiilasyonunun koaksiyal ve sodyum aljinat nanolif yiizeylerinin 1 saat
UV sterilizasyon sonrast SEM goriintiileri (A: Sterilizasyon oncesi koaksiyal
nanolifler,12000x; B: Sterilizasyon sonras1 koaksiyal nanolifler,20000x; C:
Sterilizasyon 6ncesi sodyum aljinat nanolifleri, 50000x; D: C: Sterilizasyon
sonras1 sodyum aljinat nanolifleri, 20000x)
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Resim 4.40. B1 formiilasyonunun koaksiyal ve sodyum aljinat nanolif ylizeylerinin 2 Saat
UV sterilizasyon sonrast SEM goriintiileri (A: Sterilizasyon oncesi koaksiyal
nanolifler,12000x; B: Sterilizasyon sonrasi koaksiyal nanolifler,20000x; C:

Sterilizasyon oncesi sodyum aljinat nanolifleri, 50000x; D: C: Sterilizasyon
sonrast sodyum aljinat nanolifleri, 20000x)
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Resim 4.41. B1 formiilasyonunun koaksiyal ve sodyum aljinat nanolif ylizeylerinin 3 saat
UV sterilizasyon sonrast SEM goriintiileri (A: Sterilizasyon oncesi koaksiyal
nanolifler,12000x; B: Sterilizasyon sonrasi koaksiyal nanolifler,20000x; C:
Sterilizasyon oncesi sodyum aljinat nanolifleri, 50000x; D: C: Sterilizasyon
sonrast sodyum aljinat nanolifleri, 20000x)

Farkl1 sterilizasyon siirelerinin nanoliflerin mekanik, yapigsma ve temas agis1 ozellikleri

izerine etkileri Cizelge 4.8’ de gdsterilmistir.

Cizelge 4.8. Farkli sterilizasyon siirelerinin B1 formiilasyonu tizerine etkisi

Bir yizin o oma Gerilme Biyadezyon | Temas | Ortalama | Doks
sterilizasyon - . < s . .
siiresi uzamasi direnci isi acis1 lif capi miktar
0 2 o 0
(saat) (%) (MPa) (mJ/em) ) (nm) (%)
Baslangic 7,65 2,76 0,485 39 380 100
1 8,41 2,54 0,467 37 365 100,2
2 8,34 2,44 0,472 35,8 366 99,1
3 7,84 2,05 0,458 30,5 353 99,1
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4.6.3. Stabilite ¢calismalari

B1 formiilasyonunun stabilite ¢alismalarinda 3. ay sonunda 3 farkli kosulda bekletildikten

sonraki goriiniimleri Resim 4.42°de goriilmektedir.

Resim 4.42. Farkli kosullarda bekletilen B1 formiilasyonunun 3 ay sonundaki goriintiisii
(A: 4°C/ortam nemi, B: 25°C/%60 bagil nem, C: 40°C/%75 bagil nem)
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3 farkli ortamda bekletilen B1 formiilasyonunun 3.ay sonundaki SEM goriintiileri Resim

4.43-4.45de gosterilmistir.

Resim 4.43. Farkli ortamlarda bekletilen B1 formiilasyonunun 3 ay sonundaki SEM
goriintlisi (A: Baslangi¢ B: 4°C/ortam nemi, C: 25°C/%60 bagil nem, D:
40°C/%75 bagil nem) (A:12000x, B,C,D:20000x)

B1 formiilasyonun 4°C/ortam neminde 6., 9. ve 12. ay sonundaki SEM goriintiileri Resim

4.45%deki gibidir.
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Resim 4.44. 4°C/ortam neminde bekletilen B1 formiilasyonunun SEM goriintiileri (A:

Baslangi¢ B:6.ay, C: 9.ay, D: 12.ay) (A:12000x, B,C,D:20000x)

4°C/ortam neminde 12. ay boyunca bekletilen B1 formiilasyonunun stabilite test

parametrelerine ait bulgular Cizelge 4.9‘da gdsterilmistir.

Cizelge 4.9. 4°C/ortam neminde bekletilen B1 formiilasyonunun stabilite test parametreleri

Kopma Gerilme Biyoadezyon | Temas Miktar | Ortalama lif
uzamasi direnci isi agis1 tayini capi
(%) (MPa) (m/em?) ©) (ng/cm?) (nm)
Baslangi¢ 7,65 2,76 0,485 39,1 259 380
3. ay 9,10 2,64 0,369 39,3 260 348
6. ay 11,18 2,22 0,351 38,7 259 360
9. ay 11,93 2,15 0,406 38,8 257 352
12. ay 10,60 2,20 0,439 37,6 254 260
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B1 formiilasyonunun iki kat ambalajlandiktan sonra 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75
bagil nemde 3 ay bekledikten sonraki goriintiileri Resim 4.45°deki gibidir.

Resim 4.45. Iki kat paketlenmis B1 formiilasyonunun farkli ortamlarda 3 ay bekledikten
sonra goriintiisii (A: 25°C/%60 bagil nem, B: 40°C/%75 bagil nem)

Iki kat ambalajlanmis B1 formiilasyonunun 6 aylik stabilite ¢alismalar1 tamamlandi. B1
formiilasyonunun 25°C/%60 bagil nemde 6. ay sonundaki SEM goriintiileri Resim 4.46’da,

stabilite test parametrelerine ait bulgular Cizelge 4.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.10. Iki kat ambalajlanmis B1 formiilasyonunun 25°C/%60 bagil nemde stabilite
test parametreleri

Kopma Gerilme Biyoadezyon | Temas Miktar nziﬁrgii £
uzamasi direnci isi acis1 tayini cap1
(%) (MPa) (mJicm?) ©) (ng/lcm?) (nm)
Baslangi¢ 7,65 2,76 0,485 39,1 259 380
3.ay 6,54 2,66 0,441 37,5 257,4 458
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Resim 4.46. Iki kat paketlenmis B1 formiilasyonunun 25°C/%60 bagil nemde 3 ay ve 6 ay
bekledikten sonra SEM goriintiileri (A: Baslangi¢ B:3.ay, C: 6.ay) (20000x)

4.6.4. Hiicre Kkiiltiirii calismalar:

Keratinosit hiicre serilerinde yapilan sitotoksisite testlerinde 3. ve 7. giinlerde hiicre

canlilig1 kontrol gruplari ile karsilastirildi. Elde edilen hiicre canliligi (%) degerleri Sekil
4.28’de gosterilmistir.
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140 -
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100

80 - m Kontrol

m B1 Formilasyonu

Hiicre canhligi (%)

40

20 -

3.gln 7.8un

Sekil 4.28. Sitotoksisite ¢alismasi sonuglari
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4.7. In Vivo Deneyler
4.7.1. Yara kapanmasi denetimi

Normoglisemik sigan gruplarinda farkli giinlerde ¢ekilen yara goriintiileri Resim 4.47°de,

yara kapanma yiizdeleri Sekil 4.29°da gosterilmistir.

Normoglisemik - 3 giin Normoglisemik - 7 giin Normoglisemik - 14 giin

Tedavisiz

Ticari Preparat

B1 Formiilasyonu

Resim 4.47. Normoglisemik siganlara ait yara goriintiileri

120 +

=
o
o

80

m Tedavisiz
= B1 formiilasyonu

® Ticari liriin

Yara kapanma yizdesi (%)
(o2}
o

3.giin 7.gun 14.giin

Sekil 4.29. Normoglisemik siganlara ait yara kapanmasi degerleri
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Normoglisemik sican gruplarinda farkli glinlerde ¢ekilen yara goriintiileri Resim 4.48’de,

yara kapanma yiizdeleri Sekil 4.30’da gosterilmistir.

Hiperglisemik - 3 giin Hiperglisemik- 7 giin Hiperglisemik - 14 giin

Tedavisiz

B1 Formiilasyonu

Ticari Preparat

Resim 4.48. Hiperglisemik siganlara ait yara goriintiileri

120 -

95,6 96,3 952

=

(=]

o
1

o]
o
I

m Tedavisiz
» B1 formiilasyonu

m Ticari liriin

Yara kapanma yiizdesi (%)
N o
o o

N
o
I

3.giin 7.gin 14.giin

Sekil 4.30. Hiperglisemik siganlara ait yara kapanmasi degerleri

4.7.2. Doku dérneklerinde biyokimyasal calismalar

Normoglisemik Gruplar

Normoglisemik siganlara ait doku 6rneklerinde Boliim 3.8.6 belirtildigi gibi yapilan MDA,

NO, GSH, AA ve SOD tayinleri sonuglar1 Cizelge 4.11°de gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Normoglisemik siganlara ait biyokimyasal parametreler

o MDA NO
Biyokimyasal GSH AA SOD
(nmol/g (umol/g
Parametreler (umol/g doku) | (mg/g doku) (U/ml)
doku) doku) H
Kontrol
(n=6) 5,91+0,96 3,52+1,46 0,548+0,229 12,57+2,61 1,64+0,13
n=
3.giill ab *e b ae
(n=6) 13,7+4,6 15,75+6,59% 1,66+0,53 24,17+4,02 1,48+0,37%
B1 Formiilasyonu n=
Uygulanan 7.giin b . .
c | (n=6) 7,6942,03"° 7,20+0,20 1,12+0,47%"¢ 20,50+3,74% 2,1840,35°
ruplar n=
(n=18) 14.giin . . . .
- 7,5542,16 6,19+1,84 1,80+0,41 9,9942,64"° | 1,42+0,22
n=
3.giin b abd b d
(n=6) 11,6+3,0 14,38+2,34 0,790+0,298* 20,87+4,89 2,10+0,13
Ticari iiriin n=
Uygulanan 7.giin § . .
Gruol (n=6) 12,7424 11,36+2,83° 1,62+0,04 " 23,40+4,77% | 1,81+0,36
ruplar n=
(n:18) 14.gﬁn * * d
(n=6) 15,9+5,6 5,39+1,04 1,46+0,71 13,35+1,53 1,61+£0,26
n=
3.giin b ad ab
(n=6) 9,44+1,75 11,16+2,99 0,815+0,135% 18,62+1,17% 1,87+0,23
n=
Tedavisiz
7.giin c cde de
Gruplar (n=6) 11,1+£1,3 10,734£3,61 | 0,527+0,045%° | 12,30+1,54™ 1,76+0,30
n=
(n=18)
14.giin d d d d
b :l: b b jt b ' b :l: b ' b :l: b b :t 9
(n=6) 21,7+7,0 12,31£2,11%° | 0,726+0,094%¢ 13,13+1,92 1,74+0,47
n=

a: p<0,05 Grup i¢i 3.giin ile 7.gilin karsilastirildiginda

b: p<0,05 Grup ici 3.giin ile 14.giin karsilastirildiginda

c: p<0,05 Grup i¢i 7.gilin ile 14.giin karsilastirildiginda

*: p<0,05 Uygulama yapilan gruplarin tedavisiz gruptaki aynmi giliniin degeri ile

karsilastirildiginda

d: p<0,05 Uygulama yapilan gruplarin Bl formiilasyonu uygulanan gruptaki ayni giiniin

degeri ile karsilastirildiginda

e: p<0,05 Uygulama yapilan gruplarin ticari iiriin uygulanan gruptaki ayni giiniin degeri ile

karsilagtirildiginda
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Yara dokusu MDA diizeyleri

Normoglisemik gruplarda 3.8.6°da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen MDA degerleri Sekil 4.31°de gosterilmistir.
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Sekil 4.31. Normoglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen MDA degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayn1 giiniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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e Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, yara iyilesmesinin 14. giinii MDA
diizeyleri 3. ve 7. giinlere kiyasla yiiksek bulunmustur (p<0,05).

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar kendi arasinda karsilastirildiginda, yara
iyilesmesinin 7. ve 14. giinlerinde MDA diizeyleri 3. giine gore azalmistir (p<0,05).

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, B1
formiilasyonu uygulamasi yara iyilesmesinin 14. glinlinde MDA diizeyini azaltmigtir
(p<0,05).

e Ticari iiriin uygulanan gruplar kendi icinde degerlendirildiginde gilinler bazinda
istatistiksel olarak olarak anlamli bir farklilik bulunmamaistir (p>0,05).

e Ticari iriin uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak olarak anlaml1 bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).

e Ticari {irin ve Bl formiilasyonu uygulanan gruplar karsilastirildiginda, Bl

formiilasyonu uygulanan MDA diizeyi 7. glinde diisiik bulunmustur (p<0,05).
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Yara dokusu NO diizeyleri

Normoglisemik gruplarda 3.8.6°da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen NO degerleri Sekil 4.32°de gosterilmistir.
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Sekil 4.32. Normoglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen NO degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayni gliniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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e Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, yara iyilesmesinin tiim giinlerinde
NO diizeyleri bakimindan bir farklilik bulunmamistir (p>0.05).

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar kendi iginde degerlendirildiginde, yara
iyilesmesinin hem 7. giinii hem de 14. giiniinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
tespit edilmistir (p<0,05).

e Bl formiilasyonu uygulamalari, tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, yara
iyilesmesinin 14. giiniinde tedavisiz gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli
azalmaktadir (p<0,05).

e Ticari {irlin uygulanan gruplar kendi icinde karsilastirildiginda 14. giindeki doku NO
diizeyi 3. ve 7. giinlere gore anlamli olarak azalmistir (p<0,05).

e Bl formiilasyonu ve ticari tirin uygulanan gruplar giinler bazinda yara dokusu NO
diizeyleri bakimindan birbirleri ile karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmamistir
(p>0,05). Ayn1 gruplar tedavisiz grup ile karsilastirildiginda doku NO diizeyinin, sadece
14. giinde anlamli olarak azaldig1 goriilmektedir (p<0,05).
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Yara dokusu GSH diizeyleri

Normoglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen GSH degerleri Sekil 4.33°de gosterilmistir.
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Sekil 4.33. Normoglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen GSH degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayni gliniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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e Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, yara iyilesmesinin 7. gliniine ait
GSH diizeyleri hem 3. giin hem de 14. giline kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur (p<0,05). Doku GSH diizeyi yara iyilesmesinin 7. giiniinde azalmistir.
Kontrol degeri ile ayn1 diizeye gelmistir.

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar kendi icinde degerlendirildiginde, yara
iyilesmesinin 7. giinii ve 14. giini karsilastirildiginda, 14. giinde GSH diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli bir artis gosterdigi tespit edilmistir (p<0,05).

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, 3., 7. ve
14. giinlerde GSH diizeyleri anlamli olarak artmistir (p<0,05).

e Ticari iiriin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, GSH diizeyinin hem 7.
giinde hem de 14. giinde 3.giline gore istatistiksel olarak anlamli arttig1 tespit edilmistir
(p<0,05).

e Ticari {irlin uygulamasinin 7. gliniinde GSH degerleri diger gruplarla kiyaslandiginda
anlamli olarak ytliksek bulunmustur (p<0,05).

e Ticari iirlin B1 formiilasyonu ile karsilastirildiginda, B1 formiilasyonu uygulamasi yara
iyilesmesinin 3. ve 14. giinlerinde GSH diizeylerini piyasa preparatina gore anlamli

olarak artirmaktadir (p<0,05).
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Yara dokusu AA diizeyleri

Normoglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen AA degerleri Sekil 4.34°de gosterilmistir.
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Sekil 4.34. Normoglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen AA degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayni gliniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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e Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, AA diizeyleri bakimindan 7. ve 14.
giinlerde 3. giine oranla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gézlenmektedir (p<0,05).

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar kendi i¢inde karsilastirildiginda, AA diizeyinin 14.
giinde, 3. ve 7. giinlere kiyasla azalmis oldugu goriilmektedir (p<0,05).

e Bl formiilasyonu uygulanan grup, tedavisiz gruplarla karsilastirildiginda, AA diizeyi 7.
giinde yiiksek 14. giinde diisiik bulunmustur (p<0,05).

e Ticari iirin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, 14. giin AA diizeyi, 3.
ve 7. gline kiyasla azalmistir (p<0,05).

e Ticari triin uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, AA diizeyi 7.
giinde tedavisiz gruba kiyasla yiiksek bulunmustur (p<0,05).

e Ticari iirlin ve B1 formiilasyonu uygulanan gruplar karsilastirildiginda, 14. giinde doku

AA diizeyi yiiksektir (p<0,05).
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Yara dokusu SOD diizeyleri

Normoglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig: gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen SOD degerleri Sekil 4.35’de gosterilmistir.
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Sekil 4.35. Normoglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen SOD degerleri (*:p<0,05)
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e Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde yara iyilesmesinin tiim gilinlerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p>0,05).

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar kendi icerinde degerlendirildiginde, 7. giindeki
SOD aktivitesi, 3. ve 14. giine kiyasla yiiksek bulunmustur (p<0,05).

e Bl formiilasyonu uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, giinler
bazinda SOD aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamuistir (p>0,05).

e Ticari riin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde anlamli bir farklilik
bulunmamuistir (p>0,05).

e Ticari lirlin uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda anlamli bir
farklilik bulunmamuistir (p>0,05).

e Ticari iirlin, Bl formiilasyonu ile karsilastirildiginda, 3. giinde SOD aktivitesi her iki

gruba gore anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Hiperglisemik Gruplar

Hiperglisemik siganlara ait doku oOrneklerinde Bolim 3.8.6°da belirtildigi gibi yapilan
MDA, NO, GSH, AA ve SOD tayinleri sonuglar1 Cizelge 4.12°de gosterilmistir.



Cizelge 4.12. Hiperglisemik sigcanlara ait biyokimyasal parametreler
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MDA NO GSH
(nmol/ ( I/ ( I/ AA SOP
nmol/ g mo mo
wmot'g MMOTO | (mgig doku) | (urmi)
doku) doku) doku)
Hiperglisemik
Kontrol 39,7+15,6 7,83+1,53 0,482+0,119 18,3+5,9 1,83+0,25
(n=6)
Bl 3.giin . . RS b
12,2+1,5% 8,91£2.83 0,601£0,067*" | 24,51+3,04*" 1,21+0,56
Formiilasyonu | (n=6)
Uygulanan 7.giin . . . o @
R 24,0£2,3%7¢ | 11,324£2,31° | 0,920£0,178%"° | 20,96+1,58°"¢ | 1,41+0,35°
Hiperglisemik | (n=6)
Gruplar 14.giin . o
5,76£1,18 6,24+1,46 0,592+0,163° 13,75+1,29 2,22+0,33
(n=18) (n=6)
3'gﬁn a,* ab b a,b,* ab
Ticari iiriin (n=6) 8,61+£0,47% 10,86+1,95% 0,541+0,165 22,88+4,30"™ | 1,03+0,33"
n=
Uygulanan i
gun o *
Hiperglisemik ( g6) 30,6+1,9"% | 6,28+0,58™¢ | 0,495+0,07 ¢ | 15,82+1,87°% | 2,33+0,17°
n=
Gruplar
14.giin . . -
(n=18) (n=6) 7,30+5,09 5,47+1,10 1,61+0,25 12,09+1,13 2,32+0,21
n=
3.giin bd d bd b
14,1£5,02%° 9,68+2,05% 0,419+0,066 16,51£1,62°%° | 1,03+0,61*
Hiperglisemik | (n=6)
Tedavisiz 7.giin " " d d d
9,09+3,61%“¢ | 16,33+£2,38°*° | 0,421%0,066 17,54+1,03% 2,33+0,17
Gruplar (n=6)
(n=18) 14.giin . ]
(n=6) 32,9+6,7%° 10,44+1,44%° 0,663+0,217° 13,08+1,92 2,32+0,19
n=

a: p<0,05 Grup i¢i 3.glin ile 7.giin karsilastirildiginda

b: p<0,05 Grup ici 3.giin ile 14.giin karsilastirildiginda

c: p<0,05 Grup i¢i 7.giin ile 14.giin karsilastirildiginda

*.

karsilagtirildiginda

p<0,05 Uygulama yapilan gruplarin tedavisiz gruptaki ayni giiniin degeri ile

d: p<0,05 Uygulama yapilan gruplarin B1 formiilasyonu uygulanan gruptaki ayni giiniin

degeri ile karsilastirildiginda

e: p<0,05 Uygulama yapilan gruplarin ticari iiriin uygulanan gruptaki ayni giiniin degeri ile

karsilagtirildiginda
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Yara dokusu MDA diizeyleri

Hiperglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen MDA degerleri Sekil 4.36°da gosterilmistir.
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Sekil 4.36. Hiperglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen MDA degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayni gliniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, doku MDA diizeyleri 3. giine
kiyasla 7. giin diisiik, 14. giin ise yiiksek bulunmustur (p<0,05).

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde, MDA
diizeyleri 7. giinde 3. ve 14. giinlere kiyasla yliksek bulunmustur (p<0,05).

B1 formiilasyonu tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, B1 formiilasyonlar
uygulanan gruplarin MDA diizeyleri 7. giin yiiksek, 14. giin ise diislik olarak tespit
edilmistir (p<0,05).

Ticari iiriin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, 7. giin MDA diizeyleri
3. ve 14. giinlere kiyasla yiiksek bulunmustur (p<0,05).

Ticari {irtin, tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, MDA diizeyleri bakimindan 3., 7.
ve 14. glinlerde anlaml1 farklilik tespit edilmistir (p<0,05).

Ticari iiriin, Bl formiilasyonu uygulanan gruplar ile karsilastirildiginda, ticari iiriin

uygulanan gruplarin MDA diizeyi 7. giin yliksek bulunmustur (p<0,05).
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Yara dokusu NO diizeyleri

Hiperglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen NO degerleri Sekil 4.37°de gosterilmistir.
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Sekil 4.37. Hiperglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen NO degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayn1 giiniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, NO diizeyi 7. giinde, 3. ve 14. giine
kiyasla daha yiiksek bulunmustur (p<0,05).

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde, 14. giinde 7.
giine oranla azalma bulunmustur (p<0,05).

B1 formiilasyonu tedavisiz gruplar ile Kkarsilastirildiginda, B1 formiilasyonu
uygulamasinin doku NO diizeyini 7. ve 14. giinde istatistiksel olarak azalttig1 tespit
edilmistir (p<0,05).

Ticari {irlin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, 7. ve 14. giinlerde
doku NO diizeyi 3. giine kiyasla anlamli olarak azalmistir (p<0,05).

Ticari triin uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda, ticari iiriin
uygulamasinin 7. ve 14. ginlerde NO diizeyini istatistiksel olarak azalttig
goriilmektedir (p<0,05).

Ticari irin ve Bl formiilasyonu uygulanan gruplar mukayase edildiginde, Bl

formiilasyonu uygulamasi ile 7. giinde NO diizeylerinin yiiksek oldugu goriilmektedir

(p<0,05).
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Yara dokusu GSH diizeyleri

Hiperglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen GSH degerleri Sekil 4.38°de gosterilmistir.
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Sekil 4.38. Hiperglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen GSH degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayni gliniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, doku GSH diizeyleri bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamamaistir (p>0,05).

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde, GSH diizeyi
7. giinde 3. ve 14. giinlere gore yliksek bulunmustur (p<0,05).

B1 formiilasyonu uygulamasi yapilan gruplar ile tedavisiz gruplar karsilastirildiginda,
B1 formiilasyonu uygulamasinin 3. ve 7. giinlerde GSH diizeyini artirdig1 goriilmektedir
(p<0,05).

Ticari trlin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde 14. giinde GSH
diizeyleri 3. ve 7. giine kiyasla artmistir (p<0,05).

Ticari {iriin uygulanan gruplar hiperglisemik tedavisiz gruplar ile kiyas edildiginde,
ticari iirlinlin 14. giinde etkili olarak hiperglisemik tedavisiz gruba oranla doku GSH
diizeylerini istatistiksel olarak artirdigi tespit edilmistir (p<0,05).

Ticari iriin uygulanan gruplar Bl formiilasyonu ile karsilastirildiginda, BI
formiilasyonu uygulamasi ile GSH diizeyi 7. giin yiiksek, 14. giin diisiik bulunmustur
(p<0,05).
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Yara dokusu AA diizeyleri

Hiperglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkl
gruplarda elde edilen AA degerleri Sekil 4.39°da gosterilmistir.
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Sekil 4.39. Hiperglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen AA degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayni giiniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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Tedavisiz gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, 14. giin AA diizeyleri 3. ve 7.
giinlere gore azalmistir (p<0,05).

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar kendi igerisinde degerlendirildiginde doku AA
diizeyi anlamli olarak azalmistir (p<0,05).

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirlldiginda, B1
formiilasyonu uygulanmasi ile doku AA diizeyleri 3. ve 7. giinlerde artmistir (p<0,05).
Ticari {iriin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, doku AA diizeyleri
giinler bazinda istatistiksel olarak azalmistir (p<0,05).

Ticari liriin uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile mukayase edildliginde, ticari iiriin 3.
giinde doku AA diizeyini artirdig1 goriilmektedir (p<0,05).

Ticari {riin ve Bl formiilasyonu uygulanan gruplar karsilastirildiginda, BI
formiilasyonu uygulamasi ile doku AA diizeyleri 7. giinde yiiksek bulunmustur

(p<0,05).
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Yara dokusu SOD diizeyleri

Hiperglisemik gruplarda 3.8.6’da anlatildig1 gibi yapilan deneylerde farkli giinlerde farkli
gruplarda elde edilen SOD degerleri Sekil 4.40°da gosterilmistir.
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Sekil 4.40. Hiperglisemik gruplarda farkli giinlerde elde edilen SOD degerleri (*:p<0,05
**:Tedavisiz gruptaki ayni giiniin degeri ile karsilastirildiginda p<0,05)
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Tedavisiz gruplar kendi iginde degerlendirildiginde, yara iyilesmesinin 7. ve 14
giinlerinde 3. gline oranla yara dokusu SOD aktivitesinin arttig1 tespit edilmistir
(p<0,05).

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar kendi icerisinde degerlendirildiginde, 14. giindeki
yara dokusu SOD aktivitesi, 3. ve 7. giinlere kiyasla yiiksek bulunmustur (p<0,05).

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar ile tedavisiz gruplar karsilastirildiginda, Bl
formiilasyonu uygulamasiyla yara iyilesmesinin 7. gilniinde SOD aktivitesinin
istatistiksel olarak azaldig tespit edilmistir (p<0,05).

Ticari iirlin uygulanan gruplar kendi i¢inde degerlendirildiginde, 7. ve 14. giinlerde 3.
giine kiyasla SOD aktivitesi artmistir (p<0,05).

Ticari {iriin uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile mukayese edildiginde doku SOD
aktivitesi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p>0,05).
Ticari 1iriin ve Bl formiillasyonu uygulanan gruplar karsilastirildiginda, Bl
formiilasyonu uygulamasinin yara iyilesmesinin 7. giiniinde doku SOD aktivitesini

azalttig1 bulunmustur (p<0,05).
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4.7.3. Doku érneklerinde histolojik ve immunohistokimyasal calismalar

Histomorfolojik calismalar

Normoglisemik gruplar

Normoglisemik siganlara ait doku orneklerinde yapilan histomorfolojik calisma bulgulari

asagida gosterilmistir (Sekil 4.41 ve 4.42).

Normoglisemik - 3 giin Normoglisemik - 7 giin Normoglisemik - 14 giin Norm?glisemjk - Kontrol

S ¥

B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.41. Normoglisemik gruplarda farkli giinlerde yara bolgeleri, (H&E), (40x)
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Normoglisemik

Normoglisemik - 3 giin
g | g T
ﬁ?. ~ -

Normoglisemik - 7 giin
g, T, I % 5

Normoglisemik - 14 giin

Kontrol

B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.42. Normoglisemik gruplarda farkli giinlerde yara bolgeleri, (H&E), (100x); yara

3.

kabugu (K), kanama bolgesi (P)

Kontrol grubu deri O6rneklerinin tiim histolojik katmanlariyla normal goriiniimde

histolojik yap1 sergiledigi gorilmistiir.

otin bulgular

Normoglisemik siganlardan tedavisiz grupta 3. giin alinan kesitlerde yara bolgesi, yara
kabugu ve kabuk altinda inflamasyon alani igeriyordu. Yara kenarlari arasinda
reepitelizasyon gozlenmedi.

Normoglisemik sicanlarda B1 formiilasyonu uygulanan grupta 3. gilinde histolojik
bulgular tedavisiz gruba benzerdi.

Normoglisemik si¢anlarda ticari iiriin uygulanan grupta 3. giin ise yara kabugu ve
inflamatuar alan oldukg¢a kalin olarak izlendi, yara kenarlar1 arasinda reepitelizasyon

gozlenmedi.

7. aiin bulgulari

Normoglisemik sicanlarda tedavisiz grupta 7. giin yara bolgesi 3 giinliikk gruplarda
oldugu gibi genis bir alan olusturmaktaydi ve yara kabugu ve piht1 alan1 3 giinliik gruba

gore incelmekle birlikte mevcuttu. Yara bolgesini kaplayan ince bir epidermis tabakasi
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gelismisti. Epidermal-dermal bileskenin yeterli organizasyonu gergeklesmedigi igin iki
tabaka birbirinden kolaylikla ayriliyordu.

e Normoglisemik siganlarda B1 formiilasyonu uygulanan gruplarda az sayidaki denekte
yara bolgesinin 3 giinlilk gruplarda oldugu gibi genis oldugu, yara kabugunun ve
inflamasyon alaninin da belirgin oldugu ve reepitelizasyonun hi¢ olugsmadig1 gozlendi.
Ancak bu gruptaki 6rneklerin ¢ogunda yara kabugu tamamen ayrilmisti.

e Normoglisemik sigcanlarda ticari iirlin uygulanan grupta 7. giin histolojik olarak
epidermisin gelistigi ancak molekiiler organizasyonun tam olarak tamamlanmamasi

nedeniyle bazal membran dermisten ayriliyordu.

14. giin bulgular:

e Normoglisemik tedavisiz grupta 14. giin iyi onarilmis bir epidermis ve dermis gozlendi.
Epidermal-dermal bileskede baglanti birimleri organizasyonunu tamamlamisti. Ancak
dermal bolgede kil follikiilleri ve ekleri gdzlenmezken yaygin vaskiilarizasyon
belirgindi.

e Normoglisemik sicanlarda 14 giinliik Bl formiilasyonu uygulanan grupta dar yara
bolgesi saglikli deri bolgesinden giicliikle ayirt ediliyordu. Kil follikiilleri ve follikiillere
acilan yag bezleri onarilmisti. Kapiller dagilimi1 normal histolojik dermis 6zelligindeydi.

e Normoglisemik sicanlarda ticari Uriin uygulanan grubun 14. giin bulgularn Bl

formiilasyonu uygulanan gruplara benzer histolojik goriiniim sergilemekteydi.

Hiperglisemik gruplar

Hiperglisemik siganlara ait doku orneklerinde yapilan histomorfolojik c¢alisma bulgular

asagida gosterilmistir (Sekil 4.43 ve 4.44).
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Hiperglisemik - 14 giin
Tt

Hiperglisemik - 3 giin Hiperglisemik - 7 giin

% o1 i

B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Hiperglisemik - 3 giin

B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.44. Hiperglisemik gruplarda farkli giinlerde yara bolgeleri, (H&E), (100x)

Hiperglisemik siganlarda kontrol grubu deri Ornekleri normal histolojik yap1

sergilemekteydi.
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3. gtin bulgular

Hiperglisemik si¢anlarda tedavisiz, B1 formiilasyonu ve ticari tiriin uygulanan gruplarda
yara kabugu ve kalin ve genis inflamasyon alani gozlendi. Yara kenarlar1 arasinda

reepitelizasyon gozlenmedi.

7. aiin bulgulari

Hiperglisemik sicanlarda tedavisiz grupta 7. giin kalin yara kabugu, yaygin inflamasyon
alan1 ve reepitelizasyonun gerceklesmemesiyle 3 giinliik hiperglisemik gruplara benzer
histolojik yapiya sahipti.

Hiperglisemik sicanlarda B1 formiilasyonu uygulanan gruplarda 7. giin yara bolgesini
kaplayan tam bir epidermis gelistigi ancak epidermal-dermal bileskenin frajil oldugu
gozlendi. Sub epidermal alanda hemoraji mevcuttur.

Hiperglisemik sicanlarda ticari {irlin uygulanan grupta 7. giin ise yara kabugu ve

inflamasyon bolgesinin altinda ilerleyen epidermis dokusu gozlendi.

14. giin bulgular:

Hiperglisemik si¢anlarda tedavisiz grupta ve ticari iiriin uygulanan grupta 14. giin yara
bolgesinde kiiciik bir yara kabugu ve ince bir inflamasyon bolgesi gozlendi, bu alanda
epidermis gelisimi tamamlanmamuisti.

Hiperglisemik si¢anlarda B1 formiilasyonu uygulanan gruplarda 14. giin yara
bolgesinde derinin histolojik katmanlariyla gelismisti, dermiste tam bir skar dokusu

vardi, bu bolgede kil folikiilleri gelismemisti.

Histomorfometrik calismalar

Anjiyogenez skorlart

Normoglisemik siganlarda kontrol grubunda anjiyogenez skor ortalamasi 1,83 + 0,17

iken hiperglisemik siganlarda kontrol grubunda 1,00 + 0,00 olarak belirlendi.
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e Normoglisemik siganlarda tedavisiz grupta 14. giin anjiyogenez skor ortalamasi 2,00 +
0,26 iken B1 formiilasyonu ve ticari iirliin uygulanan gruplar i¢in bu degerler sirasiyla
ortalama 2,33 £ 0,21 ve 2,33 £ 0,21 olarak belirlenmistir.

e Normoglisemik gruplar1 kendi icerisinde Kruskal-Wallis nonparametrik varyans analizi
ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,216).

e Ancak hiperglisemik gruplar kendi igerisinde kiyaslandiginda aralarindaki fark
istatistiksel olarak anlamliydi (p=0,003). Farkin kaynaklandigi grubu belirleyebilmek
icin Mann-Whitney testi ile gruplarin ikili karsilastirilmalar1 yapildi.

e Hiperglisemik tedavi gruplarinin ikili karsilastirilmalarinda aralarindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degilken (p>0,05); hiperglisemik kontrol ile tedavisiz grup
kiyaslandiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p=0,021).
Ayrica hiperglisemik kontrol ile tedavili gruplarin (B1 formiilasyonu uygulanan grup,
ticari iiriin uygulanan grup) ikili kiyaslamasinda ise aralarinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0,002; p=0,001). Tedavisiz ve tedavili gruplarin

anjiyogenez skorlama ortalamalari hiperglisemik kontrol grubuna gore yiiksekti.

Reepitelizasyon skorlar

¢ Yedinci giinde normoglisemik ve hiperglisemik gruplarda reepitalizasyonu belirlemek
icin her sicandan elde edilen H&E ile boyanmis kesitlerde reepitelize dudaklar
arasindaki uzaklik olgiildii. Elde edilen verilerden epitelizasyonun tamamlanmadigi
aralig1 tanimlamak i¢in ortalama + standart hata degerleri kullanild1.

e Normoglisemik sicanlarda tedavisiz grupta 7. gilinde epitalizasyon gOstermeyen bdlge
ortalamas: 1480,17 + 843,98 um boyutunda iken Bl formiilasyonu ve ticari iriin
uygulanan gruplar i¢in bu degerler sirasiyla ortalama 1135,83 + 585,16 um ve 1104 +
510,63 um olarak 6l¢ililmiistiir.

e Hiperglisemik siganlarda tedavisiz grupta 7. gilinde epitalizasyon gdstermeyen bolge
ortalamast 1541,75 £ 620,54 pm boyutunda iken B1 formiilasyonu ve ticari iiriin
uygulanan gruplar i¢in degerler sirasiyla ortalama 1494,25 + 561,06 um ve 1455,5 +
655,9 um olarak 6l¢iilmiistiir.

e Normoglisemik ve hiperglisemik gruplar kendi icerisinde Kruskal-Wallis nonparametrik
varyans analizi ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi
(strastyla p=0,965; p=0,889).
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e Ancak, normoglisemik ve hiperglisemik gruplarin her ikisinde de en az reepitelize olan

grubun tedavi uygulanmayan gruplar oldugu belirlenmistir.

Notrofilik infiltrasyon skorlart

e Normoglisemik si¢anlarda tedavisiz grupta 3 giinlilk noétrofilik infiltrasyon skor
ortalamast 2,17 + 0,17 iken Bl formiilasyonu ve ticari iiriin uygulanan gruplar icin
degerler sirasiyla ortalama 2,50 = 0,22 ve 2,33 + 0,21 olarak belirlendi.

e Normoglisemik gruplar1 kendi igerisinde karsilastirmak i¢in Kruskal-Wallis
nonparametrik varyans analizi kullanildi. Normoglisemik gruplar kendi igerisinde
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,350).

e Hiperglisemik siganlarda tedavisiz grupta 3. giinde nétrofilik infiltrasyon skor
ortalamast 1,33 + 0,21 iken B1 formiilasyonu ve ticari iiriin uygulanan gruplar icin
degerler sirasiyla ortalama 2,33 £ 0,33 ve 1,50 &+ 0,22 olarak belirlenmistir.

e Hiperglisemik gruplart kendi igerisinde karsilastirmak i¢in  Kruskal-Wallis
nonparametrik varyans analizi kullanildi. Hiperglisemik gruplar kendi igerisinde
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriilmedi (p=0,119).

e Normoglisemik ve hiperglisemik gruplarin tedavisiz gruplarinda nétrofilik inflamasyon

skorlama ortalamasi en diisiik seviyelerdeyken tedavi gruplarinda yiiksek bulunmustur.
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Immunohistokimyasal calismalar

Normoglisemik gruplar

Normoglisemik siganlara ait doku orneklerinde Bolim 3.8.7°de belirtildigi gibi yapilan
VEGF, vWF, bFGF, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 ve IL-8 antikorlarina ait

immunohistokimyasal ¢alisma sonuglart Sekil 4.45 — 4.52’de gosterilmistir.

Normoglisemik- 3 g Normoglisemik - 7 giin Normoglisemik - 14 giin

_-_-_.r" : i B,

Normoglisemik - Kontrol
- R :

B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.45. Normoglisemik gruplarda VEGF isaretlemesi

Normoglisemik siganlarda kontrol grubunda epidermiste yer alan keratinositlerde
immiintutulum gozlenmedi.

Normoglisemik siganlarda tedavisiz grupta 3. giinde yara bdlgesinde az sayida
makrofajin VEGF pozitif oldugu, bu hiicrelerin yaygin olmadig gozlendi.

B1 formiilasyonu uygulanan grupta, tedavisiz gruptan daha fazla olmak {izere pozitif
inflamatuar hiicreler yer almaktaydi ve bu hiicreler yara bolgesinde yaygindi.

Ticari iirlin uygulanan grubun bulgular1 B1 formiilasyonu uygulanan gruba yakin
degerlerdeydi.

Normoglisemik sicanlarda 7. giinde tiim gruplar birbirinin aynisiydi. Az sayida
keratinositlerde ve subepidermal bolgedeki makrofajlarda hiicreye gore degisen orta ve
zay1f tutulum vardi.

Normoglisemik sicanlarda 14 giinliik tiim gruplarda immiin boyanma gézlenmedi.
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Normoglisemik - 3 giin Normoglisemik - 7 giin Normoglisemik - 14 giin Normoglisemik - Kontrol

Tedavisiz

B1 Formiilasyonu

Ticari Preparat

Sekil 4.46. Normoglisemik gruplarda vWF antikor isaretlemesi

e Anjiyogenetik faktorleden vWF degerlendirildiginde normoglisemik sicanlarda kontrol
grubunda damar endotel hiicrelerinde (+) orta derecede immiinreaktivite vardi.

e Normoglisemik siganlarda 3. giinde tim gruplarda yara bolgesinin periferindeki bag
dokuda yer alan damar endotel hiicrelerinde ¢ok yogun (+++) vWF ekspresyonu
gozlendi.

e 7. gilinde tedavisiz grupta sayica az olan damarlarda orta derecede (+) vWF tutulumu
gosteren endotel hiicreleri vardi. Ancak Bl formiilasyonu ve ticari iiriin uygulanan
gruplardaki damar endotel hiicrelerinin yogun tutulum (++) gosterdigi belirlendi.

e Normoglisemik sicanlarda 14. giinde tiim gruplarda zayif (+/-) vWF immiinreaktivitesi

gozlendi.
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B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.47. Normoglisemik gruplarda bFGF igaretlemesi

e Yara tamamen epidermisten yoksun oldugu saglam epidermis dokusu bulunmadigi i¢in
3 giinliik gruplarda keratinosit degerlendirmesi yapilmamastir.

e Kontrol grubunda keratinositlere yogun sitoplazmik tutulum gézlendi.

e 7. glinde tedavisiz grupta sadece bazal keratinositlerde, B1 formiilasyonu ve ticari {iriin
uygulanan gruplarda ise epidermiste cesitli seviyelerdeki keratinositlerde zayif bFGF
tutulumu gozlendi.

e 14. giinde ise tiim gruplarda keratinositlerde hi¢ bFGF tutulumu gézlenmedi.
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Normoglisemik - 3 giin isemil 1] Normoglisemik

Tedavisiz

B1 Formiilasyonu

Ticari Preparat

Sekil 4.48. Normoglisemik gruplarda MMP-2 isaretlemesi

e Normoglisemik si¢anlarda kontrol grubundaki ¢ok az sayidaki keratinosit ve
fibroblastlarda negatif (-) MMP-2 tutulumu gozlendi.

e Normoglisemik sicanlarda tedavisiz ve tedavili tiim gruplarda 3. giinde derin yara
bolgesinde ve yara periferindeki fibroblastlar ve inflamatuar bdlgedeki hiicreler
reaktifti. Ancak tedavisiz grupta yer alan fibroblastlar ¢ok yogun (+++) MMP-2
tutulumu gosterirken tedavi gruplart 3. giinde kuvvetli tutulum (++) gostermekteydi ve
bu gruplar arasinda farklilik yoktu.

e Normoglisemik siganlarda tedavisiz, Bl formiilasyonu ve ticari iriin uygulanan
gruplarda 7. giinde subepidermal bolgedeki fibroblastlarda orta derecede (+) tutulum
gdzlenmistir.

e Normoglisemik siganlarda tedavisiz, Bl formiilasyonu ve ticari iriin uygulanan

gruplarda 14. giinde zayif tutulum gosteren fibroblastlar gozlenmistir (+/-).



B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.49. Normoglisemik gruplarda MMP-9 isaretlemesi

e Normoglisemik siganlarda kontrol grubunda MMP-9 ekspresyonu fibroblastlarda
negatif, az sayidaki keratinositlerde zayif tutulum gostermekteydi.

e Normoglisemik sicanlarda tedavisiz grupta 3. giin yara bolgesinde yara kabugu altindaki
bag dokuda yer alan fibroblastlarda ¢ok yogun (+++) MMP-9 tutulumu gozlendi.
Tedavi gruplarinda B1 formiilasyonu ve ticari iirtin uygulanan gruplarda kuvvetli (++)
immiin tutulum goézlendi.

e Normoglisemik siganlarda 7. giinde tedavisiz grupta yara bolgesinde yara kabugu
altindaki bag dokuda yer alan fibroblastlarda kuvvetli (++) MMP-9 tutulumu goézlendi.
Tedavi gruplarinda B1 formiilasyonu ve ticari iirin uygulanan gruplarda orta derecede
(+) immiin tutulum gézlendi.

e Normoglisemik siganlarda tiim gruplarda 14. giinde subepidermal fibroblastlarda zayif
tutulum gozlenirken, derin dermisteki fibroblastlarda orta derecede immiin tutulum

gozlendi.
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Tedavisiz

B1 Formiilasyonu

Ticari Preparat

Sekil 4.50. Normoglisemik gruplarda TIMP-1 isaretlemesi

e Normoglisemik kontrol grubunda damer endotel hiicrelerinde TIMP-1 tutulumu zayifti.

e 3. giinde normoglisemik sicanlarda tedavisiz grupta zayif (+/-) immiintutulum
gozlenirken tedavi gruplarinin hepsi orta derecede immiin tutulum gostermekteydi.

e Normoglisemik si¢anlarda 7. giinde tedavisiz, Bl formiilasyonu ve ticari {irlin
uygulanan gruplarda orta derecede (+) reaksiyon vardi.

e Normoglisemik sicanlarda tedavili ve tedavisiz tiim gruplarda 14. giinde 3. ve 7. giinlere
gore TIMP-1 tutulumu artmaktadir. Bu gruplarda kendi igerisinde en yiiksek tutulum B1
formiilasyonu (+++) uygulanan gruplarda gozlenmektedir. Tedavisiz ve ticari iriin

uygulanan grupta kuvvetli tutulum vardir (++).
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Tedavisiz

B1 Formiilasyonu

Ticari Preparat

Sekil 4.51. Normoglisemik gruplarda TIMP-2 isaretlemesi

MMP-2 nin inhibitérii olan TIMP-2 ekspresyonu normoglisemik sicanlarda kontrol
grubunda negatifti. Bu grupta MMP-2 ekspresyonu da yoktu.

Normoglisemik siganlarda 3. giinde tedavisiz grupta, B1 formiilasyonu ve ticari {iriin
uygulanan gruplarda zayif derecede tutulum gozlendi.

Normoglisemik si¢canlarda tedavisiz grupta 7. giin zayif, Bl formiilasyonu ve ticari {iriin
uygulanan gruplarda orta derecede tutulum vardi.

Normoglisemik si¢anlarda 14. glinde MMP-2 inhibisyonu 3. ve 7. giine gére maksimum
diizeye ciktig1 i¢in orta derecede tutulum vardi ve 14. giinde tedavisiz ve tedavili

gruplar arasinda fark yoktu.
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B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.52. Normoglisemik gruplarda IL-8 antikor isaretlemesi

e inflamatuar hiicrelerden eksprese edilen IL-8 ilk 3 giinde normoglisemik siganlarda
tedavisiz grupta damar endotelinde yogun pozitiflik gosterirken (++), B1 formiilasyonu
ve ticari iiriin uygulanan gruplarda 3. giinde IL-8 tutulumu tedavisiz grupla benzerdi
(++).

e 7. giinde tedavisiz, Bl formiilasyonu ve ticari lirlin uygulanan gruplarda orta derecede
yogun tutulum vardi (+).

e 14. giinde ise tedavisiz grupta, Bl formiilasyonu ve ticari iriin uygulanan gruplarda

negatif tutulum gozlendi.
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Hiperglisemik gruplar

Hiperglisemik sicanlara ait doku Orneklerinde Bolim 3.8.7°de belirtildigi gibi yapilan
VEGF, VWF, bFGF, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 ve IL-8 antikorlarina ait

immunohistokimyasal ¢alisma sonuglar1 Sekil 4.52 - 4.60°de gosterilmistir.

Hiperglisemik - 14 giin Hiperglisemik - Kontrol
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Ticari Preparat

Sekil 4.53. Hiperglisemik gruplarda VEGF isaretlemesi

e Hiperglisemik si¢canlarda kontrol grubunda VEGF immiinreaksiyonu gézlenmedi.

e Hiperglisemik gruplarda 3. giindeki tiim bulgular, normoglisemik gruplardaki bulgularla
azalmak kosuluyla 6zdesti.

e Hiperglisemik 7 ve 14 giinliik gruplardaki bulgular normoglisemik 7 ve 14 giinliik
bulgularla 6zdesti.
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B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Hiperglisemik - 14 giin Hiperglisemik - Kontrol
= it Sl

Sekil 4.54. Hiperglisemik gruplarda vWF isaretlemesi

Hiperglisemik si¢anlarda kontrol grubunda endotel hiicrelerinde zayif tutulum (+/-)
vardi.

3. glinde tedavisiz grupta endotel hiicreleri zayif reaksiyon (+/-) gostermekteydi, ancak
tedavi gruplart birbirine benzer Ozellikteydi. Hiicreler, orta derecede (+)
immiinreaktivite gostermekteydi.

7. glinde tedavisiz grupta ve ticari iiriin uygulanan grupta endotel hiicreleri zayif
reaksiyon (+/-) gostermekteydi, ancak B1 formiilasyonu uygulanan gruplarda orta
derecede (+) immiinreaktivite vardi.

Hiperglisemik sicanlarda 14. glinde tiim gruplarda negatif (-) vWF immiinreaktivitesi
gozlendi.

Bu bulgular anjiyogenik faktorlerden biri olan vWE’ nin yara olusumundan itibaren
endotel hiicrelerinden hizla ve yogun olarak eksprese edildigini 7. giinde ekspresyonun
azaldig1 ve yara iyilesmesinin tamamlandigi 14. giinde ise VWF ekspresyonunun

tamamen azaldig1 belirlendi.
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Hiperglisemik - Kon
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Tedavisiz

B1 Formiilasyonu

Ticari Preparat

Sekil 4.55. Hiperglisemik gruplarda bFGF isaretlemesi

e Hiperglisemik sigcanlarda tedavisiz ve tedavili gruplarda 7. gilinde epidermiste cesitli
seviyelerdeki keratinositlerde zayif bFGF tutulumu gozlendi.

e Hiperglisemik 14 giinliik gruplarda ise keratinositlerde hi¢ bFGF tutulumu gozlenmedi.

¢ Bu bulgular 1g181inda 7. giinde normoglisemik gruplarda anjiyogenezis siirecinin saglikli
olarak devam ettigini ancak hiperglisemik gruplarda bu siirece katki saglayan bFGF

ekspresyonunun zayif oldugu goriilmektedir.
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Tedavisiz

B1 Formiilasyonu

rat

Sekil 4.56. Hiperglisemik gruplarda MMP-2 antikor isaretlemesi

e Hiperglisemik sicanlarda kontrol grubunda ¢ok az sayidaki keratinosit ve fibroblastlarda
zayif (+/-) MMP-2 tutulumu gozlendi.

e Hiperglisemik sicanlarda tedavisiz grupta 3. giinde kiimeler halinde ya da tek tek ¢ok
kuvvetli (+++) pozitif sitoplazmik tutulum gosteren fibroblastlar gozlendi. Ayrica
inflamatuar alanda ¢ok sayida makrofajlarin, polimorfoniikleer 16kositlerin sitoplazmik
(++) kuvvetli pozitiflik gosterdigi belirlendi. B1 formiilasyonu ve ticari {iriin uygulanan
gruplarda ise inflamatuar hiicrelerden daha ¢ok fibroblastlarin MMP-2 eksprese ettigi
dikkati c¢ekmekteydi. Bu gruplardaki fibroblastlar ¢ok yogun (+++) tutulum
gostermekteydi.

e Hiperglisemik sicanlarda tedavisiz grupta 7. giinde subepidermal bolgede yer alan
fibroblastlarda orta derecede (+) MMP-2 reaksiyonu gosteren bag doku hiicreleri
mevcuttu. Bl formiilasyonu uygulanan gruplarda orta derecede tutulum (+) varken ticari
iriin uygulanan grupta az sayida hiicrede zayif (+/-) MMP-2 tutulumu vardi.

e Hiperglisemik 14 giinliik tiim gruplarda MMP-2 ekspresyonu negatifti (-).
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Hiperglisemik - 7 giin Hiperglisemik - 14 giin Hiperglisemik - Kontrol
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B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.57. Hiperglisemik gruplarda MMP-9 isaretlemesi

e Hiperglisemik sicanlarda kontrol grubunda MMP-9 ekspresyonu subepidermal
fibroblastlarda zayif tutulum gostermekteydi.

e Hiperglisemik siganlarda tedavisiz grupta 3. gilinde yara bolgesinde yara kabugu
altindaki bag dokuda yer alan fibroblastlarda kuvvetli (++) MMP-9 tutulumu goézlendi.
Tedavi gruplarinda ise Bl formiilasyonu ve ticari iirin uygulanan gruplarda orta
derecede (+) immiin tutulum gézlendi.

e 7. giinde tedavisiz grupta yara bolgesinde yara kabugu altindaki bag dokuda yer alan
fibroblastlarda ¢ok yogun kuvvetli (+++) MMP-9 tutulumu gézlendi. B1 formiilasyonu
Ve ticari iiriin uygulanan gruplarda yogun(++) immiin tutulum gézlendi.

e 14. giinde tiim gruplarda subepidermal fibroblastlarda zayif tutulum gozlenirken derin

dermisteki fibroblastlarda orta derecede immiintutulum goézlendi.
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B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.58. Hiperglisemik gruplarda TIMP-1 isaretlemesi

e Hiperglisemik siganlarda kontrol grubunda endotel hiicrelerinde zayif TIMP-1 tutulumu
gozlendi.

e Hiperglisemik siganlarda 3. giinde tedavisiz grupta zayif (+/-) immiintutulum
gozlenirken tedavi gruplarinin hepsi orta derecede immiin tutulum gostermekteydi.

e 7. giinde tedavisiz, B1 formiilasyonu ve ticari {iriin uygulanan gruplarda orta derecede
(+) reaksiyon vardi.

e 14. giinde tiim gruplarda 3. ve 7. giinlere gore TIMP-1 tutulumu artmaktadir. Bu
gruplarin hepsinde TIMP-1 tutulumu (++) kuvvetlidir.
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Hiperglisemik - 3 giin Hiperglisemik - 7 gii
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B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.59. Hiperglisemik gruplarda TIMP-2 isaretlemesi

e MMP-2’nin inhibitorii olan TIMP-2 ekspresyonu hiperglisemik kontrol grubunda
negatifti. Bu grupta MMP-2 ekspresyonu zayifti.

e Hiperglisemik si¢anlarda tedavisiz grupta 3. giin negatif tutulum varken tedavi
gruplarinda zayif tutulum gozlendi.

e 7. giinde tedavisiz grupta zayif tutulum varken tedavi gruplarindan B1 formiilasyonu
gruplarda grubunda orta derecede ticari iiriin grubunda ise zayif tutulum vardi.

e 14. giinde MMP-2 inhibisyonu 3. ve 7. giine gore maksimum diizeye ¢iktig1 i¢in orta
derecede tutulum vardi ve 14. glinde tedavisiz ve tedavili gruplar arasinda fark yoktu.

e MMP-2 ekspresyonu normoglisemik gruplarda hiperglisemik gruplara gore daha diisiik
oldugu gibi aym sekilde TIMP-2 ekspresyonu da inhibitdr oldugu i¢in hiperglisemik
gruplarda daha diigiik normoglisemik gruplarda daha ytiksekti.



182

Hiperglisemik - 3 giin
: /) o

B1 Formiilasyonu Tedavisiz

Ticari Preparat

Sekil 4.60. Hiperglisemik gruplarda IL-8 isaretlemesi

e Hiperglisemik si¢anlarda 3. giinde tedavisiz ve ticari iiriin gruplarinda orta derecede (+)
tutulum go6zlenirken, Bl formiilasyonu uygulanan gruplarda (++) kuvvetli pozitif
tutulum vardi.

e 7. giinde IL-8 tutulumu tedavisiz grup, B1 formiilasyonu ve ticari iiriin uygulanan
gruplarda zayif tutulum (+/-) gostermekteydi.

e 14. giinde tiim gruplarda damar endotel hiicreleri negatif (-) IL-8 tutulumu gosterdi.

Normoglisemik ve hiperglisemik gruplara ait immunohistokiyasal veriler Cizelge 4.13’te
gosterilmigtir.  Sar1  renkle gosterilen tutulumlar tedavisiz gruba gore farklilik

gostermektedir.



Cizelge 4.13. Normoglisemik ve hiperglisemik gruplara ait immunohistokiyasal veriler

Normoglisemik gruplar

Tedavisiz B1 formiilasyonu Piyasa preparati
Kontrol 3 giin 7 giin 14 giin 3 giin 7 giin 14 giin 3 giin 7 giin 14 giin
VEGF - + orta/zayif = ++ orta/zayif = i orta/zayif -
VWE + +++ + zayif +++ ++ zayif +++ ++ zayif
Yogun epidermiste epidermiste
sitoplazmik | Degerlendirme | sadece bazal Degerlendirme gesitli Degerlendirme gesitli
bFGF tutulum yok keratinosit - yok seviyelerde - yok seviyelerde -
MMP2 - +++ + zayif ++ + zay1f i + zayif
MMP9 - +++ ++ orta/zayif ++ + orta/zayif i + orta/zay1if
TIMP1 zay1f zayif i T + F AP I + T
TIMP2 - zay1f zay1f + Zayif I i zayif + +
IL-8 ++ + - ++ + - ++ + -
Hiperglisemik gruplar
Tedavisiz B1 formiilasyonu Piyasa preparati
Kontrol 3 giin 7 giin 14 giin 3 giin 7 giin 14 giin 3 giin 7 giin 14 giin
VEGF - + orta/zay1f - 1HF orta/zay1f - ++ orta/zayif -
vWF orta/zayif zaylf zaylf - 4 + - + zay1f -
Degerlendirme Degerlendirme Degerlendirme
bFGF - yok zayif - yok zayif - yok zayif -
MMP2 zay1f +++ + - +++ + - +++ zayif -
MMP9 zayif ++ +++ zayif + ++ zay1f I ++ zayif
TIMP1 Zayif zay1f + ++ + + ++ + + ++
TIMP2 - = zay1f IF Zayif I i3 zayif zayif +
IL-8 - i3 zayif = ++ zayif = TF zayif =
- Negatif
+ Orta
++:  Yogun
+++:  Cok yogun

€81
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5. TARTISMA

Tez kapsaminda elektro-cekim yontemiyle doksisiklin ve farkli polimerlerden olusan
koaksiyal nanolif yapisinda yara Ortlisii formiilasyonu gelistirilmistir. Optimum bir
formiilasyon gelistirilmesi amaciyla nanoliflerin olusumunu etkileyen parametreler
incelenmis ve hazirlanan formiilasyonlarin karakterizasyon ¢alismalari gergeklestirilmistir.
En uygun bulunan yara ortiisii formiilasyonunun etkinligi hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 ve in

Vivo olarak si¢anlarda olusturulmus akut ve kronik yara modellerinde incelenmistir.

5.1. Etkin Madde ve Polimerlerin Karakterizasyon Calismalari

5.1.1. DSC cahismalari

Formiilasyonlarda kullanilacak etkin madde ve yardimci maddeler arasinda herhangi bir
gecimsizlik ya da etkilesim olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla DSC ¢aligmalari
yapilmistir. Etkin madde ve polimerlerin tek basina alinan termogramlar ile fiziksel
karigimlarmin  termogramlar1  karsilagtirnlmigtir.  Doksisiklinin - DSC  termogrami
incelendiginde iki ayr1 pik verdigi goriilmektedir (Sekil 4.1). 165°C’de goriilen endotermik
pik doksisiklinin erime pikidir. 220°C’de ise kristalizasyon nedeniyle ekzotermik pik
olusmustur. Her 1ki pik literatiirle uyumludur (Mishra ve Mishra 2011) . Doksisiklinin
PEO, kollajen, PCL, sodyum aljinat ve kitozanla 1:1 oranindaki fiziksel karigimlarindan
elde edilen DSC termogramlarinda piklerde kaybolma ya da yeni pik olusumu
gozlenmemistir (Sekil 4.1-4.5).

Sonug¢ olarak DSC termogramlar1 incelendiginde doksisiklin ve yardimci maddeler

arasinda sonug¢ formiilasyonu etkileyecek olas1 bir etkilesim goriilmemistir.

5.1.2. iletkenlik 6lciimleri

Elektro-¢ekim isleminde ¢ozeltinin iletkenligi lif olusumu i¢in 6nemli bir parametredir.
Cozeltinin iletkenligi genellikle polimer c¢esidi, ¢oziicii tiirli veya tuz ilavesi ile

degismektedir.
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Koaksiyal nanolifleri olusturan polimer ¢ozeltilerin iletkenlik dlciimleri

Koaksiyal nanoliflerin elektro-¢ekim isleminde ¢ekirdek kismi olusturan polimer
¢oOzeltisinin iletkenliginin, kabuk kismi1 olusturan polimer ¢ozeltisinden diisiik olmasi tercih
edilir. Kabuk kismi olusturan polimer ¢ozeltisinin iletkenlik degerinin ¢ekirdek kismindan
daha yiiksek olmasi, diisiik voltaj degerinde jet olusumunu saglayarak, ¢ekirdek kismi
olusturan polimer ¢ozeltisinin tek basma jet olusumunu engelleyecektir. Tam tersi bir
durum s6z konusu oldugunda, ¢ekirdek kismi olusturan polimer ¢ozeltisi elektriksel alanda
kabuk kismi olusturan polimer ¢ozeltisinden ayrilarak kendi basina jetler olusturur ve
koaksiyal yapinin bozulmasi s6z konusu olabilir. Kabuk kismi olusturan doksisiklin ve
PEO kullanilarak hazirlanan ¢ozeltinin iletkenlik degeri (374 uS/cm) gekirdek kismi
olusturan PCL/kollajen polimer karisiminin iletkenlik degerinden (14,4 uS/cm) yiiksek
bulunmustur (Cizelge 4.1). Kabuk kismi olusturan polimer ¢ozeltisinin iletkenligi ¢ekirdek
kismi1 olusturan polimer ¢ozeltisinden daha yiiksek olmasi koaksiyal nanoliflerin elektro-

¢ekim isleminde 8 saat boyunca kesintisiz {iretimine imkan saglamistir.

Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerini olusturan polimer cozeltilerinin iletkenlik

Olciimleri

Polimer c¢ozeltilerinin iletkenlik degerleri incelendiginde kitozan ve sodyum aljinat

cozeltilerinin elektriksel iletkenlik degerlerinin ¢ok yiiksek oldugu goriilmektedir.

Saf kitozan ve sodyum aljinat ¢ozeltileri sahip olduklari yiiksek elektriksel iletkenlik
ozelliklerinden dolay1 elektro-gekim islemine uygun degildir. Yiiksek polielektrolit
ozelliklerinden dolay1 bu iki polimerin sulu ¢ozeltilerinde saf halde elektro-¢cekim islemi
miimkiin olmamaktadir. Bu zorlugu agmak amaciyla genellikle bu polimerlerin PEO veya
PVA ile kombinasyonu yapilarak nanolifleri hazirlanmaktadir (Krebs ve digerleri, 2011;
Bizarria ve digerleri, 2014; Hu ve digerleri, 2015; Tort ve Acartiirk 2016). Saf PEO
cozeltilerinin, iletkenlik degerleri diisiiktiir ve polimer konsantrasyonunun artmasi
elektriksel iletkenlik degerinde anlamli artisa (p>0,05) neden olmamustir. Cizelge 4.1°deki
elektriksel iletkenlik degerleri incelendiginde oOzellikle saf halde yiiksek elektriksel
iletkenlige sahip kitozan ve sodyum aljinatin PEO c¢ozeltisi ile kombine edildiginde
elektriksel iletkenlikeri diismiistiir. Bu diisiis sonucunda da bu polimer karisimlarinda

elektro-¢ekim islemi ile nanolif tiretimi basariyla gergeklestirilebilmistir.
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5.1.3. Viskozite ol¢iimleri

Elektro-¢ekim yonteminde kullanilan polimer ¢ozeltisinin viskozitesi nanoliflerin
morfolojisi agisindan kritik bir parametredir. Diisiik viskoziteli polimer c¢ozeltilerinde
boncuk olusumu goézlenirken, viskozitenin artmasiyla diizgiin lif yapisinin elde edildigi
bildirilmistir (Nezerati ve digerleri, 2013). Kullanilan polimer ¢ozeltisinin viskozitesine
bagl olarak iletkenligi ve ylizey gerilimi degerleri degisiklik gosterecektir. Elektriksel
alanda hareket eden jetlerin yiizey gerilimi, yilizey alanini azaltmaya yetecek kadar
yiiksekse boncuk olusumu gerceklesecektir. Ancak bu doniisiime viskoziteye bagli olarak
viskoelastik kuvvetler kars1 koymaktadir. Polimer konsantrasyonundaki artigla viskozitenin
artmasina bagl olarak viskoelastik kuvvetleri ¢ok fazla artirmak ise lif ¢apinda artiga yol

acacaktir.

Koaksivyal nanolifleri olusturan polimer cozeltilerinin viskozite Olclimleri

Koaksiyal nanolifleri olusturan PCL/kollajen polimer karisimlarinin viskozite degerleri
incelendiginde PCL konsantrasyonu sabit tutulup kollajen konsantrasyonundaki azalmaya
bagli olarak viskozitenin azaldigi gériilmektedir (Bkz. Cizelge 4.2). Kollajenin en yiiksek
oraninda (%5) dahi karisimin viskozitesinin yiiksek olmasinin koaksiyal baghgmn i¢
kismindaki igneden (18G) akisa engel olmadigr goriilmiistiir. Kollajen miktar1 sabit tutulup
PCL konsantrasyonu azaldiginda viskozite degerleri azalmistir. Koaksiyal nanolif
iretiminde viskoziteden kaynakli bir problemle karsilasilmamis ve diizgiin yapida

nanolifler elde edilmistir.

Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerini olusturan polimer ¢ozeltilerinin viskozite 6lctimleri

PEO ile 1i¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan ¢d6zeltilerin  viskozite degerleri
incelendiginde PEO konsantrasyonu %5’ten %7’ye ¢iktiginda viskozite degerinde yaklagik
3 kat artig gozlendi (Bkz. Cizelge 4.2). Saf kitozan ve sodyum aljinat ¢dzeltileri PEO ile
kombine edildiginde viskozite degerlerinde artis gozlendi. Ancak viskozitedeki artis
elektro-¢ekim isleminde herhangi bir soruna yol agmamis ve kesintisiz iiretim saglanarak

diizgilin yapida nanolifler elde edilmistir.
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5.1.4. Yiizey gerilimi ol¢iimleri

Polimer ¢ozeltisinin yiizey gerilimi ¢ozeltinin bilesiminin bir fonksiyonu olarak elektro-
cekim isleminde 6nemli bir role sahiptir. Polimerin konsantrasyonu degistirilerek veya
degisik c¢oziicliler kullanilarak farkli yiizey gerilimi degerleri elde edilebilir. Su ile
hazirlanan ¢ozeltilerde genellikle yiiksek, organik c¢oziiclilerle hazirlanmig g¢ozeltilerde
diisiik yiizey gerilimi degerleri elde edilmektedir. Yiizey geriliminin diisiik, viskozitenin

yiiksek olmasi diizgiin yapida lif olusumu agisindan onerilmektedir (Li ve digerleri, 2005).

Koaksival nanolifleri olusturan polimer ¢ozeltilerinin yiizey gerilimi dlcimleri

Koaksiyal nanolifleri olusturan PCL/kollajen polimer karigimlarinin yilizey gerilimi
degerleri incelendiginde kollajen miktarindaki artis ylizey geriliminde artisa neden olurken,
PCL miktarindaki azalma ylizey geriliminde diisiise neden olmustur (Bkz. Cizelge 4.3).
Literatiirde de polimer ¢ozeltilerinin konsantrasyonlarindaki degisimin yiizey gerilimini
dogrudan etkiledigi bulunmustur (Park ve digerleri, 2010). Calismamizda da her iki
maddenin, karigimin yiizey gerilimi iizerine dogrudan etkisi bulunmaktadir. Nanolif
iiretiminde kullanilacak polimer karisiminin yiizey gerilimi degeri ne kadar diisiik olursa
uygulanan voltajla jet olusumu o kadar rahat olacaktir (Chuangchote ve digerleri, 2009;
Park ve digerleri, 2010). Literatiirde Huan ve digerleri (2015) tarafindan yiizey geriliminde
azalma olmasi1 durumunda boncuk olusabilecegi belirtilirken, c¢alismalarimizda boncuk
problemi ile karsilagilmamistir. Kollajen miktarinin %4,5 ve PCL miktarinin %1 oldugu
karisimin ylizey geriliminin en diisiik olmasina bagl olarak lif olusumu i¢in digerlerine

gore daha ideal oldugu kanisina varilmistir.

Kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerini olusturan polimer cozeltilerinin viskozite dlciimleri

Farkli konsantrasyonda PEO iceren c¢ozeltilerin yiizey gerilimleri incelendiginde ylizey
geriliminin konsantrasyonla azaldigi bulunmustur. PEO’in surfaktan 6zelliginden dolay1
polimer konsantrasyonu arttik¢a yiizey gerilimi azalmistir. PEO ile kitozan ya da sodyum
aljinat ¢ozeltilerinin karisimlarinin da yiizey gerilimi daha diisiik bulunmustur. Bu da

elektro-¢ekim isleminin kesintisiz ger¢eklesmesine yardimci olmustur.
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5.2. Nanolif Uretim Calismalar

5.2.1. Koaksiyal nanolif iiretim calismalari

Nanolif iiretim caligmalarinda voltaj, igne ucu-toplayici arasindaki mesafe ve akis hizi
onemli islem parametreleridir. Onformiilasyon ¢alismalarina baslamadan nce koaksiyal
nanoliflerin iiretiminde 10-25 kV araligindaki voltaj degerleri denenmis ve jet olusumunu
saglayabilen degerle (12 kV) c¢alismalara devam edilmistir. igne ucu-toplayici arasindaki
mesafe i¢in de 10-23 cm aralifinda degerler denenmis ve en uzak mesafe olan 23 cm
uygun bulunmustur. 23 cm’den daha yakin degerlerde jetlerden ¢oziiciiniin buharlagmasi
tam saglanamadigi igin folyo iizerindeki nanolif tabakasmin islanarak nanoliflerin
¢Oziinmesinin sonug Uiriine zarar verdigi gozlenmistir. Bu nedenle bu iki deger ¢aligmalarda
sabit tutulmustur. Koaksiyal bagligin ucunda koaksiyal damlanin olugmasini etkileyen en
Oonemli parametre c¢ozeltilerin akis hizidir. Cizelge 3.1°deki formiilasyonlarla yapilan
onformiilasyon c¢alismalarinda koaksiyal nanoliflerin iiretiminde kabuk kismi olusturan
polimer ¢ozeltisinin akig hizinin koaksiyal yapt olusumuna dogrudan etkili oldugu
belirlendi. A1-A5 formiilasyonlarinin TEM goriintiileri incelendiginde akis hizlarina gore 3
farkli durum olustugu gozlendi. Kabuk kismi olusturan polimer ¢ozeltinin akis hizi,
cekirdek kismi olusturan polimer ¢ozeltisinin akis hizindan yiiksek oldugu Al ve AS
formiilasyonlarinda koaksiyal yapi olugsmaktadir (Bkz. Resim 4.1 ve 4.5). Cekirdek ve
kabuk kismi olusturan polimer c¢ozeltilerinin akis hizlarinin  ayn1  oldugu A2
formiilasyonunda koaksiyal nanolif yapist olusmaktadir (Bkz. Resim 4.2). Cekirdek kismi
olusturan polimer ¢ozeltinin akis hizi, kabuk kismi olusturan polimer ¢ozeltisinin akis
hizindan yiiksek oldugu A3 formiilasyonunda koaksiyal bashikta damlacik olusumu
bozulmakta ve nanolif olusumu ger¢eklesmemektedir (Bkz. Resim 4.3). Bu nedenle
calismalarda ¢ekirdek kismi olusturan polimer ¢6zeltisinin akis hizinin, kabuk kismi

olusturan polimer ¢ozeltisinden diisiik veya ayn1 olmasi tercih edilmistir.

Literatiirdeki ¢alismalarda, kollajen iceren nanolif elde etmek i¢in ¢oziicii olarak HFIP
kullanildig1 goriilmiistiir (Shih ve digerleri, 2006; Dong ve digerleri, 2009). Calismalarda
¢oziicli olarak kaynama noktasi diisiik (61°C) olan HFIP’nin kullanilmasinin, kollajenin
toplama plakasina kuru bir sekilde toplanmasi i¢in avantaj saglayacag diisiiniilmiistiir. AS

formiilasyonunda kollajen glasiyal asetik yerine HFIP’de c¢oziilerek hazirlanmis ve
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koaksiyal yapinin daha net goriintileri alinmistir. Bu nedenle daha sonraki

formiilasyonlarda kollajenin HFIP’de ¢o6ziilerek kullanilmasina karar verilmistir.

5.2.2. Koaksiyal yapida paralel yerlesimli nanoliflerin elde edilmesi ¢calismalari

Nanoliflerin paralel yerlesimli elde edilmesi i¢in doner silindir, doner disk ya da 1zgara
seklindeki farkli toplayicilar kullanilmaktadir (Kotaki ve digerleri, 2006; Haider ve
digerleri, 2013). Ancak calismalarda en sik doner silindir yontemi uygulanmaktadir. Déner
silindire nanoliflerin paralel yerlesmesini etkileyen ana parametre donilis hizidir. Doniis
hiz1 arttikca toplanan nanoliflerin paralellik derecesi artmaktadir. Cok yiiksek doniis
hizlarinda (4500 rpm) paralel yerlesimin saglandigi calismalarin yani sira daha diisiik
hizlarda da (1000 rpm) paralel yerlesim elde edilmis ¢aligmalar mevcuttur (Huang ve

digerleri, 2003).

A5 formiilasyonunun farkli doniis hizlarinda elde edilen nanoliflerinin (Bkz. Cizelge 3.2)
SEM goriintiileri incelendiginde (Bkz. Resim 4.6-4.10) elektro-¢ekim cihazinda 500
rpm’de rasgele yerlesmis nanolifler elde edilirken, 1500 rpm’den sonraki doniis hizlarinda
paralel nanoliflerin elde edildigi goriilmektedir. Calismalarimizda yiiksek doniis hizlarinda
ozellikle 2000 rpm’den sonra doner silindirin yarattig1 hava akiminin etkisiyle nanoliflerin
doner silindire toplanamadan savrulmasi s6z konusu olmustur. Bu nedenle
caligmalarimizda nanoliflerin paralel elde edilmeye baslandigi 1500 rpm doniis hizinda

calisilmast uygun bulunmustur.

5.2.3. Kollajen konsantrasyonunun belirlenmesi

Kollajen ECM’de nanometre 6l¢eginde multi-fibrillerden olusan 3-boyutlu ag yapisindadir.
ECM’nin temel yap1 tast tip 1 ve tip 3 kollajendir. Dokularda bulunan tip 1 kollajen
yaklagik 50-500 nm ¢apindadir ve ¢ap dagilimi oldukca tekdiizedir. Nanoliflerden olusan
dokunmamis matriks yapisi1 elektro-¢ekim yontemiyle kolaylikla iiretilebilir ve olusturulan
bu yap1 kollajen igceren ECM yapisina miikemmel benzerlik gosterir (Matthews ve

digerleri, 2002).

Kollajen igeren koaksiyal nanoliflerle yapilan ¢alismalarda kollajenin %2-8 arasinda yer

aldig1 bildirilmigtir (Chen ve digerleri, 2010; Wang ve digerleri, 2014). Sadece kollajen
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iceren nanoliflerde ise kollajen konsantrasyonu %10-30 arasinda degismektedir (Fiorani ve
digerleri, 2014). Koaksiyal yapmin olusmasin1 saglayabilen en yiiksek kollajen
konsantrasyonunu bulmak i¢in artan konsantrasyonlarda kollajen kullanilarak koaksiyal
nanolif iiretim denemeleri yapildi. Koaksiyal nanoliflerin kabuk kismini olusturan
¢ozeltinin bilesiminin iiretim ¢aligmalarinda sabit tutulmasi nedeniyle, akis hiz1 haricinde
islem parametrelerinde degisiklik yapilmamistir. BOylece polimer konsantrasyonunun
koaksiyal yapiya dogrudan etkisinin arastirilmast miimkiin olmustur. Polimer
konsantrasyonu disinda, koaksiyal yap1 olusumunu etkileyecek bir diger parametre ise akis
hizidir. Bu nedenle farkli kollajen konsantrasyonlarinda iki farkli akis hizinda (0,25 ml/saat

ve 0,35 ml/saat) ¢alisildi (Bkz. Cizelge 3.3).

TEM goriintiileri incelendiginde (Bkz. Resim 4.11-4.24), hem ¢ekirdek-kabuk kisimlarinin
akis hizlarmin (0,25 — 0,25 ml/saat) ayn1 oldugu, hem de kabuk kisminin akis hizinin (0,25
— 0,35 ml/saat) daha yiliksek oldugu formiilasyonlarda koaksiyal yapilarin olustugu
gozlenmistir (A6, A8, A10, A12, Al4, A16). Ancak kollajen konsantrasyonu %4,5’tan
%S5’e cikarildiginda koaksiyal yapiin her iki akis hizinda da olusmadigi gozlenmistir.
Bunun nedeni olarak kollajen konsantrasyonu %5 e yiikseltildiginde, kollajenin koaksiyal
damla olusurken kabuk kisminin ¢dziiciisii olan asetik asitle etkilesime girdigi ve koaksiyal
damla yapisinin bozuldugu diistiniilmektedir. TEM goriintiileri alinirken grid tizerindeki
bircok nokta taranmakta ve koaksiyal yapinin olusup olusmadigi incelenmektedir. Resim
4.22 incelendiginde A16 formiilasyonunda koaksiyal yapinin ideal (¢ekirdek kismi kabuk
kisminin tam ortasinda) ve grid iizerindeki liflerin tamaminda olustugu gézlendi. Bu

nedenle kollajen konsantrasyonunun %4,5’ta sabit tutulmasina karar verilmistir.

5.2.4. PCL konsantrasyonunun belirlenmesi

PCL hidrofobik yapida, diisiik erime noktasina sahip, FDA onayli sentetik bir polimerdir.
PCL bakteri ve mantarlar tarafindan enzimatik degredasyona ugrarken, hayvan ve insan
viicudunda ¢ok yavas hidrolitik degredasyona ugramaktadir (Woodruff ve Hutmacher,
2010). Bu nedenle farmasdétik alanda kontrollii salim ajani olarak, dis hekimliginde, cerrahi
ipliklerde, yara Ortiilerinde, implantlarda, kontraseptif cihazlarda ve doku miihendisliginde

kullanilmaktadir (Woodruff ve Hutmacher, 2010).
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Literatiirde PCL ile yapilmig bir¢ok nanolif ¢aligmasi bulunmaktadir (Haider ve digerleri,
2015). Baz1 calismalarda koaksiyal nanoliflerin kabuk kisminda kontrollii salim ajani
olarak kullanmilmistir (Zhang ve digerleri, 2004; Jiang ve digerleri, 2005). Yara oOrtiisii
olarak kullanildig1 calismalarda ise dogal polimerlerin mekanik 6zelliklerine destek
vermesi amaciyla kullanilmistir (Zeybek ve digerleri, 2014). PCL diger biyopargalanabilir
polimerlerle karsilastirildiginda molekiil agirhigindaki artisa bagl olarak daha ¢ok elastik

etki gostermektedir.

PCL iiretilen koaksiyal nanoliflerin ¢ekirdek kisminda bulunan ve hidrofobik karakterde
bir polimerdir. Literatiirde PCL nanoliflerinin, %7,5 - 15 araliginda PCL igeren polimer
cozeltilerinden hazirlandig1 goriilmiistiir (Baker ve digerleri, 2016). Kabuk kismina PCL
yliklenen koaksiyal nanoliflerin hazirlandigi calismalarda ise %3 - 10 konsantrasyon
araliginda PCL ¢ozeltileri kullanilmigtir (Jiang ve digerleri, 2005). PCL her ne kadar
nanolif yapisina saglamlik verse de hiicre tutunmasini negatif yonde etkileyecektir (Zhang
ve digerleri, 2005b). Bu nedenle kollajen konsantrasyonunun %4,5 olmasina karar
verildikten sonra PCL miktarinin azaltilarak koaksiyal yapinin saglandigi en diisiik PCL
konsantrasyonu bulunmaya calisildi (Bkz. Cizelge 3.4). Incelenen TEM gériintiilerinde
(Bkz. Resim 4.25-4.29) A22-A24 formiilasyonlarinda koaksiyal yapinin olustugu

gozlenmistir.

5.2.5. Kitozan ve sodyum aljinat nanolif tabakalarinin elde edilmesi

Kitozan ve aljinat yara Ortiisiine, yara iyilesmesini hizlandirmasi1 amaciyla eklenmistir.
Kitozan inflamatuvar evrede hiicrelerin yara bolgesine gociinii hizlandirmaktadir (Azuma
ve digerleri, 2015). Boylece makrofajlarin mikroorganizmalar1 yok etmesini, 6l hiicreleri
uzaklastirmasint ve diger bagisiklik saglayict hiicrelerin uyarilmasini saglamaktadir.
Uyarillan bu hiicreler doku organizasyonuna ve yeni damar olusumuna yardim
etmektedirler. Ayrica hemostatik etkisinden dolayr kanamanin durmasina yardim eder.
Kitozanin doku gerilim kuvvetini artirdigini gosteren calismalar da literatiirde mevcuttur
(Degim ve digerleri, 2002). Kitozanin bilinen bir diger etkisi de kuarterner amonyum
gruplarinin bakteri hiicre duvarini pargalayarak gosterdigi antimikrobiyal etkisidir (Kili¢ ve
digerleri, 2013). Aljinatlarin ise yara Ortiilerinde ii¢ temel etkisi bulunmaktadir (Clark,
2012). Bunlar yara yataginda nem ortami olusturmalari, eksuday1 absorbe edebilmeleri ve

hemostaza yardim etmeleridir. Bunlarin yanisira agrinin azaltilmasina, daha az biyolojik
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kalint1 olmasina, kokunun giderilmesine ve proteinazlarin absorbe edilmesine de yardim

ederler.

Kitozan ve aljinatin sulu c¢ozeltilerinin yiiksek yiik yogunlugu nedeniyle saf halde
nanolifleri hazirlanamamaktadir. Literatiirde kitozanin trifloroasetik asit kullanilarak saf
halde elde edildigi bir ¢alisma mevcuttur (Sun ve Li, 2011). Ancak trifloroasetik asitin
yiiksek korozif 6zellikte olmasi, asetik asitten 34000 kat daha kuvvetli olmasi, hidroflorik
asite doniisme riskinin olmasi ve inhalasyonunun saglik agisindan riskli olmasi nedeniyle

bu ¢oziicliyle calisilmamastir.

Kitozan ve sodyum aljinain PEO veya PVA gibi polimerlerle nanolifleri
hazirlanabilmektedir. PEO, polietilen glikol ile ayni kimyasal yapida ((-O—CH;—CH,—
)nOH) fakat daha yiiksek molekiil agirliklidir. Etilen glikoliin metalik katalizor sistemlerde
polimerizasyonu ile elde edilir ve MA’s1 100 kDa altinda olanlar polietilen glikol, yiiksek
olanlarsa polietilen oksit olarak siniflandirilir. Polietilen oksit hidrofilik, lineer ve ¢apraz
baglanmamis yapida, molekiil agirligi 100 — 800 kDa arasinda degisen sentetik bir
polimerdir. PEO suda ¢oziiniirligii yiiksek, hizli hidrate olabilen, non-toksik yapidadir.
PEO biyoparcalanabilir ve biyouyumlu olmasi nedeniyle farmasdotik alanda kontrollii ilag
salim sistemlerinde (osmotik pompali tablet, matris tabletlerde), oftalmik c¢dzeltilerde,
biyoadhezif ila¢ sistemlerinde ve yara ortiisii formiilasyonlarinda kullanilmaktadir (Shah
ve digerleri, 2014). Biyoadhezif ilag¢ sistemleri agisindan PEO uzun lineer zincirli
yapisindan dolayr mukus ile kuvvetli etkilesime girmektedir. Igeriginde sadece PEO olan
Vigilon® isimli yara értiicii iiriin bulunmaktadir (Mandy, 1983; Wong ve Dodou, 2015).
Vigilon®un kendi agirhig kadar eksuda absorblama ozelligi ve oksijen gecirgenligi
bulunmaktadir. Vigilon® ile yapilmis bir ¢alismada referans iirline gore daha hizli yara

iyilesmesi sagladig1 gosterilmistir (Mandy, 1983).

PEO nanoliflerinin hazirlanmasi

Calismalarda kullanilacak PEO konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.5’teki
formiilasyonlar hazirlandi. PEO konsantrasyonu nanolif olusumunda etkili olmustur. PEO
konsantrasyonu %5 oldugu zaman elde edilen SEM goriintiilerinde nanoliflerin deforme
oldugu gozlendi (Bkz. Resim 4.30). %6 ve %7 konsantrasyonda hazirlanan PEO2 ve PEO3

formiilasyonlarinin SEM goriintiileri ile PEO1 formiilasyonunun SEM  goriintiileri
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kiyaslandiginda PEO2 ve PEO3 formiilasyonu ile elde edilen nanolifler daha piiriizsiiz
yapidadirlar (Bkz. Resim 4.31 ve 4.32). Dolayisiyla kitozan ve sodyum aljinatla
kombinasyonlarin hazirlanmasi i¢in polietilen oksitin %6 ve %7 konsantrasyonlari

kullanildi.

Rasgele yerlesimli kitozan nanoliflerinin elde edilmesi

Kitozanin hammaddesi olan kitin (B-(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin) seliilozdan sonra
en ¢ok elde edilen dogal bir polisakkarittir. Yenge¢ ve karides kabuklarinin ana bilesenidir.
Kitinin birgok ¢oziiciide ¢oziinmemesinden deasetilasyon islemiyle kitozan elde
edilmektedir. Kitin ve kitozan biyouyumlu, biyoparcalanabilir ve toksik olmayan
maddelerdir (Acartiirk ve digerleri, 1993; Tugcu-Demirdz ve digerleri, 2013). Kitozan ilag
tastyict sistemlerde, yara oOrtiilerinde, doku miihendisliginde ve kok hiicre teknolojisinde
kullanilmaktadir (Cakmak ve digerleri, 2009). Kitozan farmasétik alanda baslica hidrojel,
nanolif, boncuk, mikro/nanopartikiiller ve kopiik formiilasyonlarinda kullanilmaktadir

(Ozcan ve digerleri, 2009; Senel, 2010; Ustiindag-OKur ve digerleri, 2014).

Iki farkli konsantrasyonda (%6 ve %7) hazirlanan PEO c¢ozeltisi ve %2’lik kitozan
cozeltilerinin 80:20 oranindaki karisimlarindan nanolifler elde edilmesine ragmen kitozan
orani %30’a ¢ikarildiginda elektro-¢cekim islemi saglanamamistir. PEO-CH1 ve PEO-CH?2
formiilasyonlarinda PEO konsantrasyonunun azalmasi viskozite, yiizey gerilimi ve
iletkenligin azalmasimna neden olmustur. Ancak PEO-CH2 formiilasyonunda nanolif
tretimi kesintisiz bir sekilde gergeklestirilememistir. PEO-CH1 formiilasyonunda ise
polimer karisiminin yiizey geriliminin daha diisiik olmasina bagl olarak kesintisiz liretim

saglanmis ve bu formiilasyonla ¢alismalara devam edilmistir.

Rasgele verlesimli sodyum aljinat nanoliflerinin hazirlanmasi

Aljinat ¢ozeltileri icerdigi iyonlardan dolay1 yiiksek elektriksel iletkenlik gosterirler. Bu
nedenle tek basina ¢ozeltilerinden nanolifleri elde edilememektedir ve bagka bir polimerle
karisimi hazirlanarak nanolifleri elde edilmektedir. Literatirde PEO ve PVA ile aljinat

nanolifleri elde edilmistir (Safi ve digerleri, 2007; Hu ve digerleri, 2015)
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Iki farkli konsantrasyonda (%6 ve %7) hazirlanan PEO ¢ozeltisi ve %2’lik sodyum aljinat
cozeltilerinin 70:30 oranindaki karisimlarindan nanolifler elde edilmesine ragmen aljinat
oran1 %40 ¢ikarildiginda elektro-¢ekim islemi saglanamamistir (Bkz. Cizelge 3.7). Kitozan
cozeltilerine benzer sekilde elektriksel iletkenlik degerleri incelendiginde ozellikle saf
halde yiiksek elektriksel iletkenlige sahip sodyum aljinat ¢ozeltisi PEO c¢ozeltisi ile
kombine edildiginde viskozite, yiizey gerilimi ve iletkenlikte azalma s6z konusudur. Bu
azalma ile sodyum aljinatin elektro-¢ekim islemi ile nanolif iiretimi gergeklestirilebilmistir.
PEO-SA1 ve PEO-SA2 formiilasyonlarinin SEM goriintiileri incelendiginde her iki

formiilasyonda nanolifler homojen ve piiriizsiiz yapidadir (Bkz. Resim 4.35 ve 4.36).

Paralel verlesimli kitozan ve sodyvum aljinat nanoliflerinin elde edilmesi

%7 PEO ¢ozeltisi ile hazirlanan kombine polimer c¢ozeltileri, %6 konsantrasyonda
hazirlanan kombine c¢ozeltilere kiyasla daha yiiksek viskoziteye sahiptir. Yiiksek
viskoziteden dolay1r bu cozeltilerin akist zordur ve jet olusumunun durmasi nedeniyle
kesintisiz iiretim saglanamamaktadir. Elektro-¢ekim isleminde jet olusumu durursa
yeniden jet olusurken nanolif tabakasina polimer ¢ozeltilerinin damla halinde gecisi s6z
konusu olabilir. Toplayici iizerinde kuru haldeki nanolif tabakasina polimer ¢dzeltisinin
damla seklinde sicramasi, nanoliflerin ¢oziicii ile ¢dziinmesine ve nanolif yapisinin
kaybolmasina neden olabilir. %6 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltilerden akisin daha
rahat olmas1 nedeniyle devamli lif cekimi gergeklestirilebilmistir. Uretim ydnteminin
tekrarlanabilir olmas1 istenildigi icin %6’lik PEO karigimi ile hazirlanan polimer

karisimlar1 kullanilmastir.

Sabit plakaya toplanan rasgele yerlesimli nanolifler elde edildikten sonra paralel yerlesimli
nanoliflerin elde edilmesi ¢aligmalarinda toplayici kisminda doner silindir bulunan elektro-
cekim cihaz1 kullanmilmigtir. Dolayisiyla islem parametrelerinde akis hizi sabit tutularak
tiretimi saglayan voltaj ve mesafe parametreleri yeniden belirlenmistir (Bkz. Cizelge 3.8).
Bu parametrelerle iretilen kitozan ve sodyum aljinat nanoliflerinin paralel yerlesimli

oldugu SEM goriintiileri ile kanitlanmistir (Bkz. Resim 4.37 ve 4.38).

Yapilan c¢aligmalar sonucunda kabuk kismi doksisiklin/PEO ve ¢ekirdek kismi

PCL/kollajenden olusan koaksiyal nanoliflerin iizerine Once kitozan nanolifleri, sonra
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aljinat nanolifleri toplanarak B1, B2 ve B3 (Bkz. Cizelge 3.9) sonug formiilasyonlar

halinde tiretilmistir.
5.3. Hazirlanan Koaksiyal Nanoliflerin Karakterizasyon Calismalari

Uc farkli katman iceren yara Ortiisiiniin en alt katmani koaksiyal nanoliflerden
olugmaktadir. Bu nedenle karakterizasyon calismalarina en alt katmani olusturan koaksiyal

nanoliflerden baslanmistir.
5.3.1. FT-IR ¢alismasi

Koaksiyal nanoliflerin yapisina giren polimerler ve doksisiklinin FT-IR spektrumlar1 Sekil

4.6’da gosterilmektedir. Koaksiyal nanoliflerin FT-IR spektrumu incelendiginde,

« Kollajenin karakteristik olan amid I ve II bantlari sirastyla 1613 ve 1460 cm™¢de (Chen
ve digerleri, 2009),

« Doksisiklinin i¢in CH, ve CH gerilim banti 1459 cm™’de (Kogawa ve digerleri, 2014),

* PCL igin karakteristik olan asimetrik CH; gerilim ve karbonil gerilim bantlar1 2944 cm™
ve 1725 cm™<de (Elzein ve digerleri, 2004),

* PEO igin karakteristik olan C-H gerilimi 2869 cm™? ve CH, salinim bant1 842 cmtde

(Gondoliya ve digerleri, 2011) goriilmektedir.
Bu ¢aligma ile 4 maddenin de koaksiyal nanolif yapisina girdigi goriilmektedir.
5.3.2. Ortalama lif capinin hesaplanmasi

Nanolifler nanoboyuttaki lifler i¢in kullanilan bir terimdir. Lif ¢gapinin nanometre boyutuna
inmesi yapiya spesifik ylizey alaninda artis, yiiksek porozite gibi 6zellikler kazanmasina
neden olmaktadir. Bu nedenle hazirlanan yara oOrtiilerini olusturan liflerin nanometre
Olceginde (<lpum) olmasi hedeflenmistir. Nanoliflerin ¢apimi etkileyen en 6nemli iki
parametre polimer konsantrasyonu ve akis hizidir. Elektro-¢cekim isleminde polimer
konsantrasyonu arttik¢a genellikle nanolif ¢ap1 artsa da literatiirde ¢6ziicli farkina bagh
olarak tam tersi sonuglara da rastlanmaktadir. Poliamid-66 polimerinin %7, %10, %14 ve
%18 konsantrasyonlarindaki ¢ozeltilerinden nanolif elde edildigi bir ¢alismada ortalama

nanolif ¢aplari sirasiyla 125, 273, 490 ve 713 nm olarak bulunmustur (Alghoraibi, 2014).
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Beachley ve Wen (2009) saf PCL nanolifleri iizerine yaptiklar1 ¢aligmada da artan PCL
konsanstrasyonunun ortalama lif ¢apin1 anlamli olarak artirdigin1 bulmuslardir. Fiorani ve
digerleri (2014) yaptiklar1 bir calismada kollajeni farkli ¢oziiciilerde ¢ozerek nanolifler
elde etmislerdir. Trifluroetanolde %10 konsantrasyonda hazirlanan ¢ozeltiden elde edilen
kollajen nanoliflerin ortalama caplar1 320 nm iken, seyreltik asetik asitte %30 oranindaki
cozeltiden ortalama 150 nm capinda kollajen nanolifleri elde edilmistir. Dolayistyla ayni
polimerin konsantrasyonu artmasina ragmen farkli ¢oziiciilerde hazirlanmasi nanolif ¢ap1

uzerine etki etmektedir.

Yaptigimiz calismada hazirladigimiz nanoliflerde kollajen konsantrasyonu artiginin
nanoliflerin ortalama capinda artisa neden oldugu goézlendi (Bkz. Cizelge 4.4). Ayrica
kollajen konsantrasyonu sabit tutulup PCL konsantrasyonu artirildiginda lif ¢apinda artis

gozlenmistir.

Akis hiz1 arttikga daha fazla jet olusacagi icin nanolif yapisina giren madde miktarinin
artmasi1 beklenmektedir. Akis hizinin lif ¢apina olan etkisi incelendiginde, kabuk kismi
olusturan polimer ¢ozeltisinin akis hizinin, ¢ekirdek kismi olusturan polimer ¢ozeltisinin
akis hizina gére daha hizli olmasi nanoliflerin ortalama lif ¢apinda artisa neden olmustur
(Bkz. Cizelge 4.4). Goncalves, Silva, Picciani ve Diaz (2015) yaptiklari ¢alismada da
cekirdek kismi1 olusturan polimer ¢ozeltisinin akis hizi sabit tutulup, kabuk kism1 olusturan
polimer ¢ozeltisinin akis hizi artirildiginda lif ¢apinin arttigr gézlenmistir. Hazirlanan tiim

formiilasyonlarda lif caplari mikron alt1 oldugu i¢in uygun olarak degerlendirilmistir.

5.3.3. Mekanik ozelliklerin incelenmesi

Nanoliflerin mekanik 6zellikleri doku miihendisliginde basarili uygulamalart igin kritik
oneme sahiptir. Ornegin, deri replasmanlarinda basarisizliginin dnemli bir nedeni, greft ile
deri dokusu arasindaki uyusmazligi nedeniyle ortaya cikan iskemi ve besin yetersizligidir
(Pan ve digerleri, 2014). ECM’yi taklit edecek yara ortiisiinii olusturan nanolifler ve cilt
dokular1 arasinda uygun mekanik uyumluluk gereklidir. Bu nedenle yara ortiilerinin
mekanik Ozelliklerinin, iyi bir esneklik ve harekete uyum saglamasini saglayarak insan
derisinin 6zelliklerine benzer olmasi istenilir. Insan derisinin gerilme direnci 1-40 MPa

olarak belirlenmistir (Sander ve digerleri, 2014).
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Nanoliflerin paralel yerlesimli olmasi, hem mekanik 6zellikleri ve hem de hiicre tutunmasi
acisindan rasgele toplanmis nanoliflere kiyasla avantaj saglamaktadir (Shang ve digerleri,

2010; Yeganegi ve digerleri, 2010).

Doku iskelesi olarak sadece dogal polimerlerin kullanildigi g¢alismalarda olusturulan
yapilarin mekanik olarak zayif oldugu bildirilmistir. Kollajenle yapilan g¢aligmalarda
yapmin mekanik olarak saglamligini artirmak i¢in PCL kullanilmistir (Lee ve digerleri,
2010; Baylan ve digerleri, 2013). PCL konsantrasyonu belirlenmesi i¢in yapilan
caligmalarda kullanilan formiilasyonlarin yani sira ii¢ farkli konsantrasyonda kollajen
iceren nanoliflerin (A5-2, A10 ve A16 formiilasyonlar1) mekanik 6zellikleri de incelendi.
Cekirdek kismi olusturan PCL konsantrasyonu sabitken kollajen konsantrasyonunun
artmasi nanoliflerin hem kopma uzamasi hem de gerilim kuvvetinde artisa neden olmustur
ve en yliksek deger %4,5 kollajen konsanstrasyonunda elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.7 ve
4.8). Saf PCL nanoliflerinin gerilme direnci 3,51 MPa iken nanoliflere kollajen eklenmesi
gerilme direncini 4,06 MPa’ya ¢ikartmistir (Krithica ve digerleri, 2012). Aynmi sekilde
PCL/kollajen nanolifleri ile yapilmis baska bir ¢calismada da saf PCL nanoliflerinin gerilme
direnci 3,50MPa, kopma uzamas1 %54 iken PCL/kollajen nanoliflerinin gerilme direnci

5,00MPa’ya kopma uzamasi %60’a ¢ikmistir (Hackett ve digerleri, 2010).

Cekirdek kisminda %4,5 oraninda kollajen icermesine karar verilen nanoliflerde, PCL
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in yapilan c¢alismalarda, PCL konsantrasyonunun
azalmas1 Ozellikle %?2’den sonra kopma uzamasi degerinde anlamli azalmaya neden
olurken (Bkz. Sekil 4.9 ve 4.10) gerilme direncini anlamli olarak etkilememistir.
Nanoliflerin kopma uzamasi degerinin azalmasinin yapiya giren elastik oOzellikteki

PCL’nin azalmasi ile orantili oldugu goriilmektedir.

5.3.4. Yapisma ozelliklerinin incelenmesi

Yara ortiilerinin ikincil bir ortiiye ihtiyag duymadan kendi basina yaraya yapisabilir
ozellikte olmasi istenen bir 6zelliktir. Yaraya ilk temas edecek olan aljinat ve kitozan iyi
biyoadhezif 0Ozellik gosteren polimerlerdir (Gaserod ve digerleri, 1998; El-Kamel ve
digerleri, 2002; Martinac ve digerleri, 2005; Suknuntha ve digerleri, 2011). Ayrica yara
orttistindeki PEO de biyoadhezif 6zellik gostermektedir (Thumma ve digerleri, 2008; Kapil
ve digerleri, 2010). Sekil 4.11 ve 4.12°deki ¢alisma sonuclar1 incelendiginde PCL
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miktarindaki azalma biyoadezyon isi degerlerinde artisa neden olmustur. Nanolif yapisinda
yer alan hidrofobik yapidaki PCL polimerinin miktar1 azaldik¢a nanolifler daha iyi
1slanabilmekte ve daha iyi yapisma o6zelligi gostermektedir. PCL koaksiyal nanoliflerin i¢
kisminda olmasina ragmen yapisma Ozelliklerini etkilemistir. Bu sonuglar PCL’nin

hidrofobik yapisindan dolay:1 beklenen ve istenen bir sonugtur.
5.3.5. Temas acilarmin dl¢iilmesi

Temas acis1 hazirlanan yara oOrtiilerinin 1slanabilirligi agisindan 6nemli bir parametredir.
Temas agisinin 90°’den diisiik olmasi1 yapinin hidrofilik oldugunun gdéstergesidir (Kubiak
ve Mathia, 2014). Piyasadaki bir¢ok yara ortiisii hidrofilik ozelliktedir. Hidrofilik yara
ortilerinin en O6nemli avantaji hiicre ¢ogalmasi i¢in uygun ortam olusturmasidir (Li ve

digerleri, 2013).

Calismalarimizda kullandigimiz  polimerler PCL haricinde hidrofilik 6zelliktedir.
Literatiirde yapilan ¢aligmalarda saf PCL nanoliflerinin temas agist 130° civarindadir (Yan
ve digerleri, 2012). Bu nedenle PCL miktarinin formiilasyonda miimkiin oldugunca diigiik
olmas1 tercih edilerek konsantrasyonu azaltilmistir. Beklendigi gibi PCL
konsantrasyonundaki azalma temas agisinin azalmasina neden olmustur (Bkz. Sekil 4.13).
Hidrofobik ozellikteki PCL konsantrasyonu azaldik¢a yara Ortiisii daha hidrofilik hale

gelmistir.

Koaksiyal nanoliflerle yapilan caligmalar sonucunda kollajen konsantrasyonu en fazla ve
PCL oram1 %1, %1,5 ve %2 olan formiilasyonlarin iizerine kitozan ve sodyum aljinat

nanolif katmanlarinin toplanmasina karar verildi (Bkz. Cizelge 3.9).
5.4. B1, B2 ve B3 Formiilasyonlari Uzerinde Yapilan Calismalar
5.4.1. Mekanik ozelliklerin incelenmesi

Koaksiyal iiretim yontemiyle hazirlanan nanoliflerin iizerine PEO-CH1 ve PEO-SA1l
nanolifleri toplanip yara ortiisti haline getirildiginde kopma uzamasi testlerinde kitozan ve
sodyum aljinat nanoliflerinin sonugta her ii¢ formiilasyonun da ayni kopma uzamasi
degerine sahip oldugu goriilmektedir (p>0,05) (Bkz. Sekil 4.14). Her ii¢ formiilasyonun da

kitozan ve sodyum aljinat nanolifleri ayni islem parametreleri ile tiretildigi icin kopma
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uzamast degerleri de ayni olmaktadir. Sadece A22 formiilasyonunun kopma uzamasi
degeri B3 formiilasyonuna gore anlamli olarak azalmistir (p<<0,05). Bunun nedeni test
esnasinda nanolifler gerilirken once kitozan ve aljinat nanoliflerinin kopmasi ve bunun

yazilim tarafindan kopma uzamasi degeri olarak belirlenmesidir.

Formiilasyonlarin gerilim direnci degerleri incelendiginde koaksiyal tabakaya kiyasla
gerilim direncinde artis gozlenmektedir (Bkz. Sekil 4.15). B2 ve B3 formiilasyonlarindaki
artis anlamli iken B1 formiilasyonuna kitozan ve sodyum aljinat nanolif katmanlarinin
eklenmesi anlamli artisa neden olmamistir. Hem koaksiyal nanoliflerin, hem de sodyum
aljinat ve kitozan nanoliflerin birarada bulunmasi nanolifin daha zor kopmasina neden

olmustur.

Nanoliflerin yara ortiisti olarak kullanildig1 bir ¢calismada kopma uzamas: degerinin %1,3
olmasi uygun bulunmustur. (Cai ve digerleri, 2010). Ayrica literatiirde insan derisinin
gerilme direnci 1-40 MPa olarak belirtilmistir (Sander ve digerleri, 2014). Dolayisiyla her
iic formiilasyonun da gerilme direnci degerleri (4,08-2,5 MPa) ve kopma uzamasi
degerlerinin (%9,35-7,6), insan derisinin mekanik Ozellikleri ile uyumlu olabilecegine

karar verilmistir.
5.4.2. Yapisma ozelliklerinin o6lciilmesi

Koaksiyal nanoliflerin {izerine kitozan ve aljinat nanoliflerinin toplanmasi yapisma
ozelliginde artisa neden olmustur ama bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir
(p>0,05) (Bkz. Sekil 4.16). Bunun nedeni kaplama karisimlarinda bulunan PEO, sodyum
aljinat ve kitozanin iyi biyoadhezif 6zellik gostermesidir. Nanoliflerin kaplama sonrasi
yapisma Ozelligindeki artisin kitozan ve sodyum aljinat polimerlerinin glikoproteince
zengin yara sivisi ile temasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Miisinin yapisindaki
doku ylizeyinin negatif yiiklii amin gruplan, pozitif yiikli kitozan ve sodyum aljinatla
etkilesime girmekte ve biyoadezyon isinin artmasina neden olmaktadir (Sezer ve digerleri,
2007). Sican derisi ile tavsan derisinin yapigma Ozelliklerinin karsilastirilmasi: sonucunda
B1 formiilasyonunun tavsan derisinde biyoadezyon isi 0,151 mJ/cm? iken sican derisinde
0,485 mJ/cm®’ye anlaml olarak artmistir (Bkz. Sekil 4.17) (p<0,05). Aktar ve digerleri
(2014) yaptiklar1 bir calismada metaklopramid yiiklii transdermal filmlerin in vitro

biyoadezyon 6zelliklerini incelemislerdir. Hazirladiklar1 transdermal filmlerin biyoadezyon
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isi degerlerini 0,023-0,035 mJ/cm? araliginda bulmuslardir. Silva ve digerlerinin (2008)
kitozan iceren film formiilasyonlar1 hazirladiklar1 bir c¢alismada ise insan derisini
kullanarak yaptiklar1 deneylerde biyoadhezyon degerlerini 4,9x10° - 311,2x10° md/cm?
araliinda bulmuslardir. Calisma sonucunda 311,2x10° md/cm? degeri biyoadeziflik
acisindan uygun bulunmustur. Bir baska c¢alismada ise yara oOrtlisii olarak hazirlanan
kitozan ve fukoidan igeren filmlerin tavuk derisinde yapilan deneylerde biyoadezyon isi
degerleri 0,076 — 1,158 mJ/cm? araliginda bulunmus ve yara ortiisii olarak kullanilmasi
biyoadezyon acgisindan uygun olarak degerlendirilmistir. Tim literatiirler g6z Oniinde
bulunduruldugunda hazirlanan B1, B2 ve B3 formiilasyonlarinin biyoadezyon degerleri

uygun olarak degerlendirilmistir.
5.4.3. Temas acilariin olciilmesi

Koaksiyal nanoliflerin iizerine toplanan aljinat ve kitozan nanoliflerin temas a¢isinda 20-
27°’lik bir artisa neden olmustur (Bkz. Sekil 4.18). Bunun nedeni ise PEO-CH1 ve PEO-
SA1 nanolifleri suyla temas ettiginde jelleserek koaksiyal tabakaya suyun penetrasyonunu
geciktirmektedir. Her {i¢ nanolif formiilasyonu icin 30 saniye olan deney siiresini 60
saniyeye uzattifimizda kaplanmamis koaksiyal nanoliflerle ayni temas agisi degerlerine
ulagildig1 gozlenmistir. Her ii¢ formiilasyonun temas agist degerlerinin 90°°den diisiik
olmasi yara Ortsiiniin hidrofilik yapida oldugunu gostermektedir. Yara Ortiisiiniin
1slanabilirliginin ytliksek olmasi, doku sivisinin yara Ortiisii lizerinde kolayca dagilmasini

saglayarak oksijen ve besin permeabilitesini diizenlemeye yardimci olmaktadir.

Sonug formiilasyonlarin yapigsma, mekanik ve islanabilirlik 6zellikleri incelendikten sonra
Bl ve B2 formiilasyonlar1 uygun bulunup, daha ileri karakterizasyon ¢aligmalari

yapilmistir.
5.5. B1 ve B2 Formiilasyonlar1 Uzerinde Yapilan Cahsmalar
5.5.1. Porozite ve por capi dagilimi él¢iimleri

Doku miihendisliginde kullanilacak nanoliflerin ECM’yi taklit edebilmesi i¢in mutlaka
poréz yapida olmasi gerekmektedir (Chen ve digerleri, 2010). Yara iyilesmesinde

kullanilacak bir yara Ortlisliniin porozitesi, hava gecirgenligi ve 1slanabilirligi yara
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iyilesmesini etkileyen Onemli oOzelliklerdendir. Literatiirde kollajen ve poliiiretan
kullanilarak hazirlanan koaksiyal nanoliflerin porozitesi %62 — 68 arasinda bulunmustur
(Chen ve digerleri, 2010). Bir baska ¢alismada ise kitozan ve PEO kullanilarak hazirlanan
nanoliflerin porozitesi %80 civarinda bulunmustur (Bizarria ve digerleri, 2014).
Literatiirde aljinatlarla hazirlanan nanoliflerin porozitesinin 6l¢iildiigli bir ¢alismaya ise

rastlanmamustir.

Polimerik nanoliflerin porozitesinin genellikle %50-60 oldugu bildirilmistir (Malik ve
digerleri, 2015). Yara ortiisii olarak kullanilacak nanoliflerin de ECM’yi taklit edebilmesi
ve hiicre tutunmasini saglaylp c¢ogalmalari igin uygun ortam yaratmasi agisindan
porozitesinin yliksek olmasi istenmektedir (Sharma ve digerleri, 2015). Biyomedikal
uygulamalarda kullanilmasi amaciyla {iretilen farkli oranlarda PLCL/PCL igeren
nanoliflerinin porozitesi %56-63 arasinda bulunmustur (Kwon ve digerleri, 2005).
Calismamizda da hazirladigimiz formiilasyonlarin porozitesi, Image]J programi ile
hesaplandiginda %50,5-61,1 arasinda bulunmustur (Bkz. Sekil 4.19). Bu nedenle
hazirlanan yara ortiilerinin yeterli poroziteye sahip oldugu kanisina varilmistir. A23 ve
A24 formiilasyonlarina kitozan ve aljinat nanolifleri toplandiginda da benzer por capi

dagilimi histogramlari elde edilmistir (Bkz. Sekil 4.20 ve 4.21).
5.5.2. Spesifik yiizey alam 6l¢iimleri

Nano boyuttaki lifler mikro boyuttaki liflere kiyasla 1000 kat daha fazla yiizey alani/hacim
oranina sahiptirler. Nanoliflerin yiiksek yiizey alan1 sayesinde yara iyilesmesinde
hemostazi destekledigi bildirilmistir (Abrigo ve digerleri, 2014). Ayrica nanolifler
spesisifik yiizey alaninin genis olmasi sayesinde sivi emiliminde de rol oynamaktadirlar.
Genig yiizey alani ile yiiksek porozite sayesinde gaz aligverisine imkan saglanirken,
yaranin kurumasi ve dehidrasyonu engellenmis olur. Yara Ortiisii olarak kullanilacak
nanoliflerin spesifik yiizey alanlar1 5 mz/g’dan yiiksek olmasi istenmektedir. (Khan ve

digerleri, 2013).

Literatiirde polikarbonat nanoliflerinin spesifik yilizey alanlar1 2,4 — 3,5 mz/g arasinda,
PCL ve jelatin nanoliflerinin 7,3 ve 17,6 m%g, saf kollajen nanoliflerinin 28,3 m?/g ve
siklodekstrin yiiklenmis poliester nanoliflerin spesifik ylizey alanlarin1 0,57 — 6,03 m?/g
arasinda bulunmustur (Lee ve digerleri, 2010; Dubsky ve digerleri, 2012; Kayac1 ve
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digerleri, 2013; Zhou ve digerleri, 2015). Calismalarimizda A23, A24, Bl ve B2
formiilasyonlarinin ¢ok noktali BET analiz sonuglarina gore spesifik ylizey alanlarinin 9
mz/g’dan biiyiik oldugu bulundu (Bkz. Sekil 4.22). PEO-CH1 ve PEO-SA1 nanolifleri ile
yapilan kaplama islemi spesifik ylizey alanini bir miktar artirmigtir. Bu sonucglara gore
hazirlanan nanoliflerin spesifik yiizey alani degerleri 5 m?/g’dan biiyiik oldugu i¢in uygun

bulunmustur.
5.5.3. Doksisiklinin miktar tayini yontem validasyonu

Miktar tayini yontemleri igerisinde kolay bir yontem olan UV spektrofotometre yontemi,
validasyon ¢aligmalar1 sonucunda uygun bulunmustur. Bu nedenle doksisiklinin miktar

tayini ve salim hizi ¢alismalarinda kullanilmasina karar verilmistir.

Doksisiklinin 400-200 nm dalga boyu araliginda iki fakli dalga boyunda maksimum
absorbans verdigi gézlenmistir ve literatiirle uyumludur (Bkz. Sekil 4.24) (Kogawa ve
Salgado, 2012). Bunlardan 346 nm’deki dalga boyunun kalibrasyon grafiginin r* degeri
daha yiiksek bulundugu i¢in bu degerin kullanilmasina karar verilmistir (Bkz. Sekil 4.24).
Ayrica USP36’da doksisiklin igeren geciktirilmis salim yapan tabletlerin salim
caligmalarinda doksisiklin miktar tayininde kullanilacak yontemde UV dedektorde dalga
boyu olarak 346 nm kullanilmasi 6nerilmektedir. Geri elde etme ¢alismasinda bulunan
degerler miktar tayini yonteminin gegerli ve dogru oldugunu gostermektedir (Bkz. Cizelge
4.5). Deneyigi ve deneylerarasi tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda % bagil sapma sonuglari
% 2’nin altinda bulundu (Bkz. Cizelge 4.6 ve 4.7). Formiilasyonlarda kullanilacak diger
yardime1r maddeler 400-200 nm dalga boyu araliginda herhangi bir pik vermedi (Bkz.
Sekil 4.23). Tim bu sonuglar kullanilan miktar tayini yonteminin valide edildigini

gostermektedir.
5.5.4. Doksisiklin salim hizi ¢alismalari

Nanoliflerden etkin madde salim hizi c¢alismalarinda literatiirde farkli yontemlerin
kullandig1 goriilmistiir. Jahangiri ve digerleri (2014) triamSinolon yiiklenmis PLGA
nanoliflerden ila¢ salim hiz1 ¢alismalarimi 300 ml pH 6.8 fosfat tamponunda palet
yontemini kullanarak gergeklestirmislerdir. Paaver ve digerleri (2014) hazirladiklar:

nanoliflerden ila¢ salim ¢aligsmalarini doner sepet yontemi kullanarak gergeklestirmislerdir.
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Bagka bir ¢alismada ise nanolifler 15 ml fosfat tamponu igeren test tiipline yerlestirilmis ve
farkli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak ilag salim hizi ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir
(Loh ve digerleri, 2010). Koaksiyal nanoliflerden etkin madde saliminin incelendigi bir
caligmada ise palet yontemi kullanilmistir (Yu ve digerleri, 2013). Disk iizerinde palet
yontemi topikal ve transdermal formiilasyonlarda ila¢ salim hizi ¢alismalarinda USP’de yer
alan bir yontemdir. Nanoliflerin salim ortaminda baskete yapismasini veya yiizeye
cikmasini engellemek agisindan disk iizerinde palet yontemiyle calisilmasi uygun

bulunmustur.

Tez kapsaminda hazirlanan yara oOrtiisiiniin igerdigi doksisiklinin yara sivisina hizla
karigmasi planlanmigtir. Bu amagla da suda ¢oziiniirligii yliksek olan doksisiklin suda
¢ozilinebilir bir polimer olan PEO ile koaksiyal nanoliflerin kabuk kismina yiiklenmistir.
Hidrofilik polimer kullanilarak hazirlanan nanoliflerden etkin maddenin salim hizi
yiiksektir. Ornegin meloksikamin PVP ile hazirlanan nanoliflerinin 120 dakika igerisinde
tim etkin maddeyi ortama verdigi bulunmustur (Samprasit ve digerleri, 2015a). Benzer
sekilde donepezil HCl ve PVA iceren nanoliflerle yapilmis bir ¢alismada yine etkin
maddenin tamaminin 30 saniye igerisinde salindig1 bulunmustur (Nagy ve digerleri, 2010).
Nebivolol ve PVA igeren nanoliflerle yapilan bir ¢calismada etkin maddenin asidik ortamda
15 igerisinde tamami salmmistir (Sipos ve digerleri, 2016). Ancak Chaturvedi ve
digerlerinin (2013) yaptiklar1 bir c¢alismada doksisiklin ve hidrofobik o6zellikteki PCL
kullanilarak hazirladiklart nanoliflerden salim hizi 6 giin sonunda %30-40 arasinda

bulunmustur.

Literatiirde yara {izerine uygulanacak formiilasyonlarda etkin madde salim hizi
caligmalarinda ¢6ziinme hizi ortami olarak distile suyun kullanildigi goriilmiistiir (Mehta
ve digerleri, 2013; Maver ve digerleri, 2015; Singh ve digerleri, 2016). Bu nedenle salim

hiz1 ¢alismalar1 distile suda yapilmistir.

Hazirlanan nanoliflerden doksisiklinin salim1 incelendiginde, koaksiyal tabakanin ¢ekirdek
kisminda %1 PCL igeren A24 formiilasyonundan doksisiklin saliminin en yiiksek oldugu
ve 5 dk i¢inde %85°’ten fazla maddenin salindigi goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.26). A24
formiilasyonunda hidrofobik bir polimer olan PCL, koaksiyal nanoliflerin ¢ekirdek
kisminda diisiik konsantrasyonda yer aldigi1 i¢in doksisiklinin salim hiz1 tizerine etkisi diger

formiilasyonlara gore daha azdir.
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Koaksiyal nanoliflerin iizerine kitozan ve aljinat nanolifleri toplandiktan sonra hazirlanan
formiilasyonlarda kaplama isleminin doksisiklinin salim hizin1 bir miktar geciktirdigi
goriilmektedir (Bkz. Sekil 4.26). Buna ragmen 15. dakikada A24 ve B1 formiilasyonlarinin

ayni oranda etkin maddeyi saldiklar1 goriilmektedir.

B1 ve B2 formiilasyonlar ile yapilan caligmalar sonucunda B1 formiilasyonu sonug

formiilasyon olarak se¢ilmistir. Bu se¢imde,

» PCL konsantrasyonunun en az,

* Mekanik ve yapisma 6zelliklerinin ytiksek,

* Temas agismin diisiik,

* Porozitenin ve spesifik ylizey alaninin yeterli (%50-60, >5m2/g),

* Doksisiklin salim hizinin yiiksek olmasi goz onitinde bulundurulmustur.
5.6. B1 Formiilasyonu Uzerinde Yapilan Cahismalar
5.6.1. Nanoliflerde doksisiklin miktar tayini ¢alismasi

Doksisiklin miktar tayini ¢alismasi sonuglarina gore doksisiklin aliiminyum folyonun 3
cm’lik orta kisminda homojen olarak (260 pg/cmz) dagilmistir. Dolayisiyla biitiin
deneylerde bu kisimdan alinan numunelerin kullanilmasina dikkat edilmistir. Doksisiklinin
MMP inhibitérii olarak yara iyilestirici etkisinin arastirildigi bir ¢alismada 200-375ug
dozlarda topikal yoldan uygulanmistir ve tedavi gruplarinda yara iyilesmesi daha hizl
olmustur (Anumolu, 2011). Bu nedenle nanoliflere yiiklenen doksisiklin miktari uygun

bulunmustur.
5.6.2. UV sterilizasyon calismalari

Doku miihendisliginde veya biyomedikal uygulamalarda kullanilacak nanoliflerin sterilize
edilmesi gereklidir (Braghirolli ve digerleri, 2014). Bu amagla nanolifler farkli
sterilizasyon yontemleri ile sterilize edilebilmektedir. Her yontemin kendine gore avantaji

ve dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Polietilen tereftalat nanoliflerinin 121°C’de 15 dk buhar sterilizasyonu islemi sonunda

kopma uzamasinin anlamli olarak azaldig1 bulunmustur (Diizyer ve digerleri, 2013).
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Calismamizda otoklav ile sterilizasyonu kullanmamamizin nedeni polimerlerin erime
noktalarindan ¢ok yiiksek sicaklikta calisilmasi gerekliligidir. Gama radyasyonu ile
sterilizasyonun en onemli dezavantaji ise nanoliflerin mekanik 6zelliklerini ciddi derecede
olumsuz yonde etkilemesidir (Dai ve digerleri, 2016). Etilen oksit sterilizasyonunun farkli
sterilizasyon yontemleri arasinda polietilen tereftalat nanoliflerinin yiizeyini en fazla
etkileyen yontem oldugu bildirilmistir (Diizyer ve digerleri, 2013). Nanolifler
benzalkonyum kloriir ¢ozeltisi (2 dakika) veya etil alkolde (1 saat) bekletilerek de sterilize
edilmektedirler (Robin ve digerleri, 2009; Dai ve digerleri, 2015). Ancak kullandigimiz
polimerlerin bu c¢oziiclilerde ¢oziliniiyor olmasi nedeniyle calismalarimizda bu yontem

kullanilamamustir.

UV ile sterilizasyon genellikle laboratuvar o6lgekli —sterilizasyon islemlerinde
kullanilmaktadir. Mikroorganizmalar UV radyasyona dogrudan maruz kaldiklarinda
inaktive olmaktadirlar. Islem siiresi materyalin cinsine baglh olarak 20 dakikadan
baslamaktadir. Nanoliflerin sterilizasyonu i¢in siklikla bu yontemin kullanildig: literatiirde
goriilmiis ve ¢aligmalarimizda kullanilmasina karar verilmistir (Diizyer ve digerleri, 2013;
Dai ve digerleri, 2015). Farkli sterilizasyon yontemlerinin nanoliflerin mekanik 6zellikleri
iizerine etkilerinin incelendigi bir calismada da UV sterilizasyon en az hasar veren yontem

olarak bulunmustur (Diizyer ve digerleri, 2013).

Hazirladigimiz yara ortiileri, UV lamba altinda alt ve iist yiizeyi ayr1 ayri bekletilerek
sterilize edilmistir. Yara Ortiilerinin tek yiizeyinin sterilize edildigi ¢alisma sonuglarinda
mikrobiyal iireme goriilmesinden sonra alt ve iist ylizeyin ayr1 ayri Sterilize edilmesine

karar verilmistir.

UV sterilizasyon siiresinin B1 formiilasyonunun ortalama lif ¢api, temas agisi, mekanik,
biyoadezif 6zellikleri ve doksisiklin miktar1 tizerine etkinligi arastirilmistir (Bkz. Cizelge
4.8). Yapilan deney sonuclarinda yara Ortiisiiniin alt ve {ist ylizeyinin ayr1 ayr1 1 ve 2
saatlik UV sterilizasyona maruz kalmasi, nanoliflerin 6zelliklerinde anlamli degisiklige yol
acmamistir. Ancak 3 saatlik UV sterilizasyon siiresi temas agist ve gerilme direnci
degerlerini anlamli olarak azaltmustir (p<0,05). Ug farkli sterilizasyon siiresi uygulanan
orneklerde doksisiklin miktarinda anlamli degisiklik olmamistir (p>0,05). Ramesh ve
digerleri (2010) doksisiklin hiklatin zorlanmis kosullarda stabilitesini arastirdiklari1 bir

calismada da benzer sonuglar bulunmustur. Doksisiklinin toz hali 48 saat boyunca UV
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radyasyona ve 105°C sicakliga maruz birakilmis, ayrica 1M HCI, 1M NaOH ve %10 H,0;
icindeki ¢ozeltileri 80°C’de 3 saat bekletilmistir. HPLC ile doksisiklin miktarinin tayin
edildigi calisma sonucunda, UV radyasyona, yiiksek sicakliga ve 1M HCIl’ye maruz
birakilan 6rneklerde, pik alanlar1 ve gecikme siiresi degismezken, 1M NaOH ve %10 H,0,

icindeki drneklerde anlamli sapmalar meydana gelmistir.

Hem tiyoglikolatli besi yeri hem de agarli besiyerinde yapilan sterilizasyon etkinligi
caligma sonuglarina gore 2 ve 3 saatlik numunelerde mikrobiyal lireme meydana gelmedigi

icin her bir ylizey i¢in 2 saatlik UV sterilizasyonun yeterli olduguna karar verilmistir.

5.6.3. Stabilite calismalari

Otoklav poseti ile ambalajlanan B1 formiilasyonuna ait numunelerin her ii¢ ortamda
yapilan stabilite ¢aligmalarinin sonuglar1 degerlendirildiginde sicakligin ve bagil nemin
etkili oldugu ve 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nemde bekletilen numunelerin
renginin degistigi, 4°C ise degisim olmadigr gozlenmistir (Bkz. Resim 4.42). Bu
numunelerin SEM goriintiileri incelendiginde de 4°C disindaki ortamlarda bekletilen
numunelerin lif yapisinin bozuldugu gézlenmektedir (Bkz. Resim 4.43). Bu nedenle sadece
4°C’de bekletilen numunenin 12 aylik stabilite calismalari tamamlanmis ve incelenen
stabilite test parametrelerinde yara Ortiisiiniin kullanimini olumsuz etkileyecek bir
degisimin olmadig1 gézlenmistir (p>0,05) (Bkz. Resim 4.44, Cizelge 4.9). Nanoliflerin
uzun siireli stabilite caligmalarimin  kisith sayida oldugu goriilmektedir. Kitozan-
EDTA/PVA polimerleri ve a-mangostin igeren nanoliflerle yapilmis bir ¢alismada
nanoliflerin 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nemde bekletildiginde lif ¢apinda
anlamli degisim s6z konusu degilken, gerilme direnci anlamli olarak azalmis ve
nanoliflerde renk degisimi s6z konusu olmustur (Charernsriwilaiwat ve digerleri, 2013).
Bu c¢alismada nanoliflerin daha diisiik sicakliklarda bekletilmesinin uygun olacagi
bildirilmistir. Samprasit ve digerleri (2015a) PVP/siklodektrin polimerleri ve meloksikam
yiiklii nanoliflerin stabilitesini 6 ay siireyle 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nemde
incelemiglerdir. Nanoliflerin lif ¢ap1 her iki ortamda da 6 ay sonunda defismemis ancak
meloksikamin yiiksek sicaklikta kristalize oldugu ve 25°C/%60 bagil nemde 6 aylik siirede
degismeden kaldig1 gosterilmistir.
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Pratikte yara Ortiilerinin oda sicakliginda saklanmasi daha uygundur. Bu nedenle nemin
etkisini en aza indirmek i¢in hazirlanan yara ortiileri iki kat ambalajlanarak 25 ve 40°C’de
stabilite caligmalarina tekrar baslanmistir. 40°C/%75 bagil nemde bekletilen numunenin 3.
ayda renginin yine degistigi gozlenirken, 25°C/%60 bagil nemde bekletilen numunelerde
renk degisimi gozlenmemistir (Bkz. Resim 4.45). 25°C/%60 bagil nemde bekletilen
numunenin 3.aydaki ortalama lif ¢api, temas agisi, mekanik ve biyoadezif 6zellikleri, etkin
madde miktar1 ve SEM goriintiisii sonuglar1 incelendiginde bagslangica gére anlamli bir
degisiklik goriilmemistir (p>0,05) (Bkz. Resim 4.46, Cizelge 4.10). Ancak 6. ayda alinan
SEM goriintiilerinde goriildiigii gibi nanolifler nem nedeniyle deformasyona ugramistir. 6.
aydaki numunelerde sadece SEM goriintiisii alinabilmis, diger deneyler nanolifler
ambalajdan ¢ikarken pargalandigindan dolay1 yapilamamustir. Polimetil metakrilat polimeri
ve lornoksikam yiiklii nanoliflerin 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nemde 3 ay
streyle yapilan stabilite ¢alismalarinda nanoliflerden ¢oziinme hizinin baslangica gore
anlamli degigsmedigi bulunmustur (Bonthagarala ve digerleri, 2015). Ancak bu ¢aligmada
nanoliflerin test kabinlerine konulmadan Once nasil ambalajlandigina dair bir bilgi
verilmemistir. Oral mukozaya uygulanmak tizere tiyole kitozan/PVA polimeri ve a-
mangostin i¢eren nanoliflerin 25°C/%60 bagil nem ve 40°C/%75 bagil nemde yapilan 6
aylik stabilite calismalarinda o-mangostin igeriginin baglangica gore degismedigi ve
nanoliflerin en az 6 ay siireyle stabil kaldig1 gosterilmistir (Samprasit ve digerleri, 2015b).
Bu c¢alismalarda nanoliflerin stabilite testlerinde ambalajlanmalar1 hakkinda bilgi
verilmemistir. Ancak Tamm ve digerleri (2016) hazirladiklar1 PVP  polimeri ve
kloramfenikol yiiklii nanoliflerin 12 aylik stabilitesini, oda sicakliginda ve iginde
desikantlar bulunan (bagil nemi %0-5 araliginda) desikatore nanolifleri ambalajlamadan
dogrudan koyarak incelemislerdir. Calisma sonucunda 12 ay sonunda nanoliflerin
morfolojik olarak stabil oldugu ve etkin maddenin degismeden kaldig1 bulunmustur. Ancak

farkli nem kosullarinda deneylerin yapilmasi gerektigi bildirilmistir.

Nanoliflerin kullanilan polimerin cinsine sicaklik ve nemden etkilendigi acikca
goriilmektedir. Stabilite kabininde yiiksek nemin nanoliflerde bulunan hidrofilik

polimerlere etki ederek yapisinin bozuldugu diistiniilmektedir.
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5.6.4. Hiicre kiiltiirii calismalar:

Literatiirde yapilmis birgok hiicre kiiltiirii ¢aligmasi sonucunda nanoliflerin hiicre iiremesi
icin uygun ortam sagladigr gosterilmistir. Zhang ve digerlerinin (2005b) yaptig1 bir
caligmada saf PCL nanolifleri, kollajen kaplanmis PCL nanolifleri ve
kollajen(¢ekirdek)/PCL(kabuk) koaksiyal nanolifleri hazirlanmigtir. PCL nanolifleri
hazirlandiktan sonra asetik asitle hazirlanan kollajen ¢ozeltisinde bekletilerek kaplama
yapilmasi saglanmistir. Hazirlanan nanoliflerin dermal fibroblastlar ile hiicre kiiltiiri
caligmalar1 gerceklestirilmistir. Calisma sonuglarinda koaksiyal nanoliflerin saf PCL veya
kollajen kaplanmis PCL nanoliflerinden daha iyi sonu¢ verdigi bulunmustur. Jia ve
digerlerinin (2016) yaptig1 bir ¢aligmada periodontal hastaliklarda kullanmak amaciyla
PCL ve doksisiklin i¢eren nanolifler hazirlanmistir. Nanoliflerin hazirlanmasinda ¢oziicii
olarak bizim de tezde kullandigimiz HFIP kullanilmistir. Periodontal ligament hiicreleri
kullanilarak yapilan hiicre kiiltiiri ¢alismalarinda hazirlanan nanoliflerin 7 giin boyunca
sitotoksik Ozellik gostermedigi bulunmustur. Yara ortiisii olarak kullanilacak nanoliflerle
yapilmis calismalarda genellikle fibroblast ve keratinosit (HaCat) hiicre serileri ile yapilmis

hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 mevcuttur (Asran ve digerleri, 2010).

Hiicre kiiltiirii ¢alisma sonuglarina gore doksisiklin igeren Bl formiilasyonunun hiicre
canliligl kontrole gore yaklasik %20 oraninda azalmakla birlikte hem 3 hem de 7. giinde
sitotoksik bulunmamistir (Bkz. Sekil 4.28). Hiicre canliligi ¢alismalarinda Bl
formiilasyonun keratinosit hiicrelerinin iiremeleri i¢in uygun ortam saglayabilecegine karar

verilmistir.
5.7. In Vivo Deneyler
5.7.1. Yara kapanmasi denetimi

Bir yaray1 iyilestirmenin en ideal yolu yaralanmadan sonra miimkiin olan en kisa siirede
bilinen standartlara gore cerrahi olarak yaranin kapatilmasidir. Ancak bu prosediir yaranin
kapatilmasina izin veren anatomik bolgelerle smirhidir (Ruszezak, 2003) Yara
tyilesmesinin hedefi ECM sentezi ile yara alaninin azaltilmasidir. Klinik degerlendirmede

iyilesme, yaranin daralmasina bagl olarak degerlendirilir (Ozler ve digerleri, 2010).
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Ideal bir yara ortiisii hava ve oksijen degisimi yapabilmeli, hiicre cogalmasi, proliferasyon
ve kollajen sentezini destekleyebilmelidir. Ayrica yara eksudasini absorbe etmesi i¢in yara
stvist absorban kapasitesine sahip olmalidir. Caligmalarimizda hazirladigimiz B1
formiilasyonu nanolif yapisindan dolay1r hava ve oksijen degisimi yapabilecek 6zellikte,
icerdigi aljinat sayesinde yara sivisini absorbe edebilme yetenegine sahip, hiicre

cogalmasini ve kollajen sentezini destekleyebilecek 3-boyutlu matriks yapisindadir.

Erken fazlarda aktif MMP’ler yaranin debridmanini saglamasi agisindan énemlidir. Ancak
ilerleyen fazlarda MMP’lerin artis gdstermesi yeni olusan matrisin par¢alanmasina neden
olarak iyilesmenin gecikmesine neden olur. Kronik yaralarda proteolitik enzimler,
MMP’lerin miktar1 artmistir ve yara kapanmasii geciktirmektedir. Bu enzimlerin
seviyesinin artmast ECM bilesenlerinden kollajen, glikozaminoglukan ve proteoglikanin
yani sira iyilesmeyi koordine eden bazi biiyiime faktorlenin pargalanmasina neden olur.
Genellikle yeni epidermis yara kenarlarindan i¢ kisma dogru biiyiir, yaranin derinligi ve
alan1 zamanla azalir. Kronik yaralarda hiperglisemiye bagli olarak yara kapanmasi
gecikmektedir. Yara kapanmasi ylizdesi degerleri incelendiginde 3. ve 7. giinlerde
hiperglisemik gruplarda yara boyutu daha yiiksektir (Bkz. Cizelge 4.30). Bu degerler

hiperglisemiye bagl olarak yara kapanmasinin geciktigini desteklemektedir.

Yara kapanmasi yiizdesi degerleri incelendiginde B1 formiilasyonu 7. giinde, hem
normoglisemik hem de hiperglisemik sicanlarda yara boyutunu, tedavisiz ve ticari gruba
gore anlamli olarak azaltmistir (p<0,05). Bl formiilasyonunun bu etkisini farklh

mekanizmalarla sagladig: diislintilmektedir:

e Nanolif yapis1 sayesinde yaranin kurumasini 6nleyerek nemli yara ortami saglamis ve
nemli yara ortamlarinda epitelizasyonun hizlanmasindan dolay:1 yara kapanma hizini
artirmis olabilir.

e Bl formiilasyonunda bulunan kitozan inflamatuvar hiicrelerin ve fibroblastlarin
migrasyonuna neden olarak yara iyilesmesini hizlandirmis olabilir.

e Yara oOrtlistinde bulunan aljinat hemostazi indiikleyerek, yara yatagina kollajen ve
fibronektin y1gilmasini saglamis ve yara iyilesmesini hizlandirmis olabilir.

e Bir MMP inhibitorii olan doksisiklinin 6zellikle 7. giine kadar etkisini gostererek yara

kapanmasina katki saglamis olabilir. Doksisiklin yara kapanmasinda anahtar rol
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oynayan biiyiime faktorlerini proteolitik yikimdan koruyarak aktif biiyiime

faktorlerinin yara yataginda birikimini artirmis olabilir (Lobmann ve digerleri, 2006).

14. giin verileri incelendiginde hem normoglisemik hem de hiperglisemik gruplarda
yaralarin neredeyse tamamen kapandigi gozlenmekle beraber bu gruplarda biyokimyasal
ve immunohistokimyasal veriler incelendiginde, kapanmis yara dokusunun altinda

oksidatif olaylarin halen devam ettigi anlasilmistir.

5.7.2. Doku orneklerinde biyokimyasal ¢alismalar

Yara iyilesmesi esnasinda meydana gelen oksidatif olaylar1 iyilesmenin inflamasyon,
proliferasyon ve yeniden sekillenme evrelerinde inceleyerek ortaya koymak bu tezin
amaglarindan biridir. Bu amagla iyilesme esnasinda gerceklesen oksidatif olaylarin
durumunu incelemek i¢in yara Ortlilerinin performansini 6lgmede sik¢a kullanilan tam

kalinliktaki yara modeli siganlarda olusturulmustur.

Akut ve kronik yaranin iyilesme prensipleri, siire¢leri, inflamasyon, proliferasyon ve
yeniden sekillenme fazlari birbirinden farklidir. Bu iki yara tipinin iyilesme siiregleri pek
cok arastiric1 tarafindan detayli olarak ortaya konmustur. Calismalardaki amac yeni
formiilasyonlarin olusturulmasi seklindedir. Bizim ¢aligmamizda ¢ok sayida grup ve alt
grup olmasi nedeniyle normoglisemik ve hiperglisemik sican gruplarini karsilagtirmanin
uygun olmayacagi disiintilmiistiir. Bu nedenle normoglisemik gruplar ve hiperglisemik
gruplardan 3., 7. ve 14. giinlerde elde edilen sonuglar kendi iginde ayri ayri

degerlendirilmistir.

Yara ortiileri uygulandiktan sonra iyilesme evreleri géz Oniine alnarak 3., 7. ve 14.
giinlerde dokular alimmis ve oksidatif parametreler olan MDA ve NO diizeyleri
Olciilmiistiir. Ayrica bu oksidatif olaylar meydana gelirken doku antioksidanlarinin
durumlari, non-enzimatik antioksidanlardan GSH ve AA diizeylerine bakilarak ve

enzimatik antioksidanlardan olan SOD aktivitesi dlgiilerek de degerlendirilmistir.

Normoglisemik gruplar

Akut yarada iyilesmenin baglamasi igin bir oksidatif stres olmasi gerekir. Minimum

diizeyde olusmus serbest radikaller iyilesmenin baslamasinda sinyal molekiil olarak islev
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gortirler. Ancak yara yaptigimiz zaman oksidatif stres ¢ok yiiksektir. Bu nedenle ekzojen
(dis kaynakli) uygulamalar yapilarak bu stres ortadan kaldirmak istenmektedir.
Hazirladigimiz yara Ortiistinlin  oksidatif stresi baskilayarak yara iyilesmesine katk1

yapmasi beklenmistir.

Yara dokusu MDA diizeyleri

Yara bolgesinde serbest radikaller tarafindan baslatilan lipid peroksidasyonu sirasinda ara
iirlin olarak MDA olugsmaktadir (Karatas ve digerleri, 2011). Yara iyilesmesinde oksidatif
stres artig1 bilinen bir durumdur ve MDA’ nin yara dokularinda yiiksek oranda bulunmasi
oksidatif stresin ya da lipit peroksidasyonun arttiginin bir gostergesidir (Coskun ve
digerleri, 2011). Bu durum, yara iyilesmesinin dogasinda 6zellikle inflamasyon fazinda
artmig biyokimyasal reaksiyonlar nedeniyle reaktif oksijen tiirlerini artirmakta ve bu da

lipid peroksidasyonunu tetiklemektedir.

B1 formiilasyonu uygulanan gruplar tedavisiz gruplar ile karsilastirildiginda; Bl
formiilasyonu uygulamasi yara iyilesmesinin 14. giinlinde MDA diizeyini azaltmigtir
(p<0,05). Bu sonu¢ B1 formiilasyonu uygulamasinin yara dokusu lipit peroksidasyonunu
azalttigin1 gostermektedir. Yara bolgesine topikal yoldan antioksidan oOzellik gosteren
maddelerin uygulanmas1 ile MDA seviyelerini azaltilarak antioksidan enzimlerin

artirilmasi yara iyilesmesini hizlandirmaktadir (Ozler ve digerleri, 2010).

Ticari iirtin ve B1 formiilasyonu uygulanan gruplar karsilastirildiginda, B1 formiilasyonu
uygulanan gruplarda MDA diizeyi 7. giinde diisiik bulunmustur (p< 0,05). Bl
formiilasyonu uygulamasi yara iyilesmesinin proliferasyon fazinda etkili olarak doku lipid
peroksidasyonunu azaltmistir ve 7. giinde ticari lirtine oranla lipit peroksidayonunu azaltma
bakimindan daha basarilidir (p<0,05).

B1 formiilasyonunun MDA diizeylerindeki etkisinin hem doksisiklin hem de kitozandan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Doksisiklinin MMP inhibisyonunun yani sira reaktif
oksijen tiirlerinin seviyesini azalttig bildirilmistir (Lipowsky ve Lescanic, 2013; Yagan ve
digerleri, 2014). Akne tedavisinde doksisiklin notrofiller {izerinde antioksidan etki
gostererek siiperoksit radikal anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali seviyelerini

azaltmaktadir (Akamatsu ve digerleri, 1991; Antonio ve digerleri, 2014). Doksisiklinin
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lipid peroksidasyonunu azaltict etkisi, bu antibiyotigin antiinflamatuvar etkisinden
kaynaklanmaktadir (Yagan ve digerleri, 2014). Bian ve digerlerinin (2016) yapmis

olduklar1 ¢alisma da bizim sonuglarimizi desteklemektedir.

Taurin-kitozan jellerinin yara iyilesmesi iizerine yapilmis bir ¢alismada taurin igermeyen
%]1,5 kitozan jel formiilasyonu, MDA seviyesini kontrol grubuna gore azaltmis ancak bu
azalma anlamli bulunmamigtir (Degim ve digerleri, 2002). Kitozanin yara iyilestirici etkisi
iizerine yapilmis bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alismalar mevcuttur (Kili¢ ve digerleri, 2013;
Moura ve digerleri, 2014). Calismalarda kitin ve tiirevlerinin fibroblastlarin ¢cogalmasini ve
sitokin tretimini artirdigi gosterilmistir (Alemdaroglu ve digerleri, 2006; Kaltalioglu ve
digerleri, 2013). Kitozan ayrica katyonik yiikleri sayesinde glukozaminoglukanlar ile
etkilesime girerek biiylime faktorlerini harekete gegirir. N-asetil-p-D-glukozamin
kollajenlerin diizenlenmesini saglar, hiyaluronik asit sentezini uyararak skar olusumunu
engeller ve yara iyilesmesini hizlandirir (Azuma ve digerleri, 2015). Dolayisiyla Bl
formiilasyonunda bulunan kitozanin da MDA seviyelerindeki azalmaya faydast oldugu

diistiniilmektedir.

B1 formiilasyonunun igerdigi doksisiklin ve kitozana bagli olarak, hem proliferasyon hem
de yeniden sekillenme fazlarinda, doku lipid peroksidasyonunu azaltip yara iyilesmesinde

etkili oldugu diistiniilmektedir (p<0,05).

Yara dokusu NO diizeyleri

Nitrik oksit viicutta farkli olaylarda rol oynayan 6nemli bir bilesiktir. Genel olarak viicutta
sentez ve oksidatif yikim olmak tizere iki farkli yolla tiretilir. L-arjinin, nitrik oksit sentaz
aracilig ile nitrik oksite doniislir. Yara ortaminda bulunan NO bir serbest radikaldir ve
siiperoksit anyonu ile etkilesmesi sonucu sitotoksik etkili peroksinitrit olugsmast soz
konusudur. Yara ortaminda artmig NO seviyeleri doku hasarma yol acacagi i¢in NO
dengesinin hassas olarak saglanmasi lazimdir (Wilcox ve digerleri, 2012). Artmig NO
diizeyinin azalmasi yara iyilesmesi i¢in olduk¢a dnemlidir. Termal yaralarda yapilmis bir
caligsmada kafeik asitin NO seviyelerini diisiirerek tedaviye yardimci oldugu bildirilmistir

(Hosnuter ve digerleri, 2004).
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B1 formiilasyonu ve ticari iiriin uygulanmasi, tedavisiz gruplarin 14. giiniine kiyasla NO
diizeylerini anlamli olarak azaltmaktadir (p<0,05). B1 formiilasyonu uygulanmasinin
serbest radikal olusumunu azalttigi soylenebilir. Normoglisemik sicanlar iizerinde Bl
formiilasyonu uygulanmasinin NO diizeylerini azaltmasi doksisiklin ve NO diizeyleri
arasinda bir iliskinin olduguna isaret etmektedir. Amin ve digerleri (1996) tetrasiklinlerin
NO iiretimini inhibe ettigini bildirmislerdir. Ayrica doksisiklinin indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz seviyelerini diisiirerek nitrik oksit sentaz ekspresyonunu inhibe ederek sitokin
kaynakli NO {iretimini azalttig1 bildirilmistir (Wilcox ve digerleri, 2012). Bu da nitrik
oksit kaynakli patolojik olaylarda doksisiklinin potansiyel terapdtik modiilator

olabilecegini gostermistir.

Bu sonuglar B1 formiilasyonunun serbest radikal hasarin1 ortadan kaldirmak bakimindan
ticari Uriin kadar etkili oldugunu gostermektedir. B1 formiilasyonu uygulamasinin
proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarinda doku NO diizeyini azaltict etkisi
gosterilmistir. Yara dokusu MDA ve NO diizeyleri arasindaki paralellik, Bl

formiilasyonunun etkinligini desteklemektedir.

Yara dokusu GSH diizeyleri

Glutatyon dokuyu oksidatif strese karsi koruyan onemli bir antioksidan molekiildiir.
Glutatyonun yara olusumu durumlarinda meydana gelen oksidatif stresin etkisi ile
miktarmin azaldigi ancak oksidatif stresin ortadan kalkmasi ile miktarinin artmaya

basladig1 bilinmektedir.

Tedavisiz gruplar kendi iginde degerlendirildiginde; yara iyilesmesinin 7. giiniine ait GSH
diizeyleri hem 3. giin hem de 14. giine kiyasla istatistiksel olarak anlamli diisiik
bulunmustur (p<0,05). Yara iyilesmesinin normal seyri igerisinde 7. giinde GSH degerinin
diistik ¢ikmasi, artmus lipit peroksidasyonu ortadan kaldirmak i¢in GSH’un kullanildiginin
bir gdstergesidir (Dinger ve Giilen, 2010).

Tedavisiz gruplarla karsilastirildiginda B1 formiilasyonu uygulanmasi yara iyilesmesinin
tiim fazlarinda doku GSH diizeyini artirmistir. GSH diizeyleri tedavisiz gruba gore yliksek
bir seyir izlemistir. Oysa ticari iiriin doku GSH diizeylerini sadece 7. ve 14. giinlerde

artirmigtir. Yara Ortiisiinde bulunan kitozanin yara dokusunda antioksidan kapasiteyi
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artirmaya yardimer oldugu disiiniilebilir. Kili¢ ve digerleri kitozan uygulamasinin yara
dokusunda antioksidan kapasiteyi artirdigini bildirmislerdir (Kilig ve digerleri, 2013).
Coban ve Cevher (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada insizyonel yara olusturulmus sicanlarda
topikal kitozan jel uygulamasinin tedavisiz gruplara gore serum GSH diizeyini artirdigini
gostermislerdir. B1 formiilasyonu lipid peroksidasyonunu azaltirken bir diger yoniiyle de
GSH diizeylerini artirmistir. Doksisiklinin MMP inhibisyonunun yani sira antioksidan
etkisi de bulunmaktadir (Yagan ve digerleri, 2014). Akamatsu ve digerleri (2014)
doksisiklinin insan notrofillerinde serbest radikalleri azalttigini gostermislerdir. B1
formiilasyonu igerisindeki doksisiklinin ROS diizeyini azaltarak lipid peroksidasyonunun

artigin1 antioksidan 6zelligine bagl olarak 6nledigi diistiniilmektedir.

Tiim sonuglar degerlendirildiginde B1 formiilasyonu uygulamasi antioksidan kapasiteyi
artirarak yara iyilesmesinin inflamasyon ve yeniden sekillenme fazlarinda piyasa
preparatina gore doku GSH diizeylerini artirma bakimindan daha etkili bulunmustur

(p<0,05).

Yara dokusu AA diizeyleri

Yara iyilesmesinde askorbik asit kollajen sentezine yardim eder, serbest radikallere kars1
etki gosterir ve hiicresel bagisiklig: artirarak gorev yapar (Kaltalioglu ve digerleri, 2013).
Askorbik asit, kollajen prekiirsorii olan prokollajende bulunan prolin ve lizinin
hidroksilasyon reaksiyonlarinda gérev alir (Lima ve digerleri, 2009). Bu hidroksilasyon
reaksiyonu olmazsa prokollajen olusumu ve daha sonra aktif kollajene doniisiimii
gerceklesmez. Kollajenin {iglii-heliks yapisini saglamlastiran hidroksiprolin maddesi,
askorbik asit yardimi ile gerceklesen bir hidroksilasyon reaksiyonu ile olugsur (Murad ve
digerleri, 1981). Benzer bir hidroksilasyon reaksiyonunda olusan hidroksilizin, iyilesen
dokularda kollajenler arasi ¢apraz baglanmayi saglayarak dokunun gerilim kuvvetini artirir
(Kaplan ve digerleri, 2004). Bu nedenlerle kollajenin saglikli bicimde gorev yapmasi i¢in

askorbik asit dokularda yeterli miktarda bulunmalidir.

B1 formiilasyonu uygulanan gruplarda AA diizeyinin baglangicta yliksek oldugu, ancak 14.
giinde diistiigii gortilmektedir. Bu da inflamasyon ve proliferasyon fazlarinda artmis veya
hala devam etmekte olan serbest radikal hasarina karsi AA’nin serbest radikalleri siipiiriicii

etkisinin B1 formiilasyonu ile saglandigini gdstermektedir. B1 formiilasyonu uygulamasi
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doku AA diizeylerini yara iyilesmesinin proliferasyon fazinda artirarak iyilesmeye katkida
bulunmus ve yara dokusunun antioksidan kapasitesini artirmis goziikkmektedir. Literatiirde
doksisiklin ve sodyum aljinatin AA seviyelerine etkisi tlizerine yapilmis bir ¢alismaya
rastlanmamistir. Kitozanin eksizyonel yarada etkinliginin arastirildigi bir calismada
kitozan tedavisiz gruba gore 7. giinde AA diizeyini anlamli olarak artirmistir (Kaltalioglu
ve digerleri, 2013). Bu nedenle B1 formiilasyonunun yara dokusunda AA diizeyine olumlu

etkisinin temel olarak kitozandan kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Kitozanin yani sira, yara ortiisiinde bulunan kollajenin de AA diizeyine olumlu etkisinin
oldugu diistiniilmektedir. ECM’nin temel bileseni olan kollajenin yarali bolgeye
uygulanmasiyla, fibrin kopriiler olusur ve yeni sentezlenen kollajen yardimiyla iilser
zeminine yapisir. Kollajen, fibriller arasinda l6kosit, makrofaj, fibroblast ve epitel
hiicrelerinin canli tutulmasini saglar. Boylece olusan yar1 kapali bu ortam enfeksiyonlara
kars1 engel olusturarak, yara yataginda yeterince nem ve oksjien olmasini saglar (Palmieri,
1992). Kollajen iceren nanolif yara ortiileri biyoparcalanabilir ve biyobenzer yapi iskelesi
olusturmakta ve hiicrelerin tutunup c¢ogalmalari i¢in uygun bir ortam saglamaktadir.
Kollajen nanolif yara ortiilerinin etkinliginin arastirildigi bir ¢calismada kollajen nanolifleri
uygulanan grupta kontrol gruplarina gére daha hizli yara iyilesmesi saglanmistir (Rho ve

digerleri, 2006).

B1 formiilasyonu ile yara yatagina uygulanan kollajenin, inflamasyon ve proliferasyon
fazlarinda yara yataginda AA seviyesini artirarak yara iyilesmesinde etkili oldugu
diistiniilmektedir (p<0,05). Yeniden sekillenme fazina gecis ile dokuda kollajen sentezinin

dengeye ulagmasi, askorbik asit diizeylerinin diismesine neden olmustur.

Yara dokusu SOD aktivitesi

Acik bir yara bolgesi siirekli atmosferdeki oksijene maruz kalmakta ve bu da hiicresel
redoks durumlarim etkileyerek yara iyilesmesini geciktirmektedir. Yara bolgesinde giiclii
ve toksik bir oksitleyici olan peroksinitritin etkilerinden korunmak i¢in siiperoksit
anyonlar1 SOD tarafindan hidrojen peroksite ¢evrilir (Kurahashi ve Fujii, 2015). Hidrojen
peroksitin glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi aracilifiyla etkisiz hale getirilmesiyle

lipit peroksidasyonu inhibe edilmis olur. Dolayisiyla SOD oksidatif strese karst koruyucu
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bir enzimdir. Akut yaralarda SOD enziminin 7. giine kadar azaldig1 ancak 14. giinde

normal seviyesine ulastigi bildirilmistir (Deveci ve digerleri, 2005).

Yara bolgesinde SOD diizeyleri yiiksek bulunan caligmalar olmasina karsilik, siganlarda

yara iyilesmesinde diizeylerinin azaldig1 da gozlenmistir (Kurahashi ve Fujii, 2015).

SOD aktivitesi bakimindan tedavisiz ve tedavili gruplar arasinda anlamli farklilik
bulunmamistir (p>0,05). Ancak B1 formiilasyonu kendi ig¢inde degerlendirildiginde 7.
ginde SOD aktivitesi yiiksek bulunmustur (p<0,05). Bu nedenle Bl formiilasyonu

uygulamasinin antioksidan kapasiteyi SOD flizerinden artirdig1 sdylenebilir.

Hiperglisemik gruplar

Hem yara yapilmasi hem de diyabet olmasi serbest radikal hasarmin kiimiilatif olarak
artti@inin bir gostergesidir. Bu iki etki birbirini tetikler, bu nedenle diyabetli hayvanlarda
yara iyilesmesi ROS nedeniyle akut yaralara gore daha uzamaktadir. Ayrica akut yarada
kisa bir inflamasyon fazi s6z konusu iken, diyabette devam eden uzamis bir inflamasyon
faz1 bulunmaktadir. Bu bilgiler 1s181inda uygulanan B1 formiilasyonunun hem inflamasyonu
baskilayic1 hem de kendisi bir antioksidan olarak goérev yaparken iyilesmeye katkida

bulunmasi beklenmektedir.

Yara dokusu MDA diizeyleri

Kronik yaralarda artmis lipid peroksidasyon ve oksidatif stres temel bir bulgudur. Ornegin
esansiyal yag asitlerinin (temel olarak arasidonik asit) peroksidasyonu prostaglandin
benzeri molekiiller olan izoprostanlarin olusumu ile sonuglanir. Kronik vendz iilserli
hastalarda 8-izoprostan konsantrasyonu normal dokuya gore anlaml artig gostermektedir
(Schafer ve Werner, 2008). Leptinin diyabetik yara {iizerine etkisinin arastirildigi bir
calisgmada da normoglisemik gruplara gore hiperglisemik gruplarda MDA seviyeleri

yiiksek, GSH seviyeleri diisiik bulunmustur (Dinger ve Giilen, 2010).

Diyabetik yaralarda serbest radikallerin olusumu ve bunlar1 ortadan kaldiran antioksidan
mekanizmalar arasinda dengesizlik vardir. Bu durum, diyabette siiregelen hiperglisemi
varliginda glikozun ve glikolize proteinlerin oto-oksidasyonu sonucu serbest radikallerin

artis1 ve savunma mekanizmalarinin azalmasi ile agiklanmaktadir (Dinger ve Giilen, 2010).
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Inflamatuvar evre normal yara iyilesmesinin temel evrelerinden biridir. MMP’ler denatiire
proteinlerin parcalanmasi, biiylime faktorlerinin salgilanmasi, anjiyogenezis ve epitel
migrasyonunda normal iyilesmede rol oynarlar. Ancak kronik yaralarda kontrolsiiz
inflamasyon iyilesmenin  kotii olmasmna neden olmaktadir. Akut yaralarla
karsilastirildiginda MMP’ler kronik yarada artmistir. Kronik yarada farkli MMP tiirleri
artarken bazi calismalar MMP-9’a odaklanmistir. Makrofajlar tarafindan tiretilen MMP-
9’un kronik yaranin inflamatuvar bileseni oldugu diisiiniilmektedir. Kronik yarada bu
enzim akut yaraya kiyasla 25 kat daha fazladir. Aktif MMP-9 kronik yara iyilesmesi
ilerledik¢ce azalmaktadir. Kronik yaralarin iyilesme evresine girdikce MMP diizeyleri

azalmaktadir (Monk ve digerleri, 2011).

Diyabetli sicanlarda diyabetin neden oldugu stres nedeniyle yara dokusu MDA
diizeylerinin oldukca yiliksek oldugu goriilmektedir. B1 formiilasyonu uygulamasi,
ozellikle yara iyilesmesinin 7. ve 14. giinlerinde etkili olmus ve doku MDA diizeylerini
proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarinda azaltarak iyilesmeye katkida bulunmustur
(p<0,05). Ozellikle 14. giinde bu etki daha fazla goriilmektedir ve ticari iiriinle benzer
sonuclar elde edilmistir. Doksisiklinin MMP inhibe edici etkisi ile MMP diizeylerini

azaltarak inflamasyonu ve oksidatif stresi azalttig1 diistiniilmektedir.

Yara dokusu NO diizeyleri

Kronik yarada inflamasyon fazinin uzamasi ve yaranin enfekte olmasi NO iiretiminde asir1
artmaya neden olmaktadir. Diyabetik hayvanlarda yapilmis ¢aligmalarda yara ortaminda
NO metabolitlerinin daha az olustugu gosterilmistir (Witte ve Barbul, 2002). Ancak bunun

diyabet nedeniyle inflamatuvar cevabin az olusundan kaynaklandigi dogrulanmamustir.

B1 formiilasyonu ve ticari iiriin uygulamasinin tedavisiz gruplara gore yara iyilesmesinin
7. ve 14. giiniinde etkili olarak NO diizeyini azaltarak yara iyilesmesine katkida
bulunduklar1 gériilmektedir (p<0,05). Bu sonu¢ MDA diizeylerinde elde edilen sonuglar ile
benzerdir ve MMP aktivitesindeki azalmaya bagli olarak oksidatif stresin azalmasina bagl

oldugu diisiiniilmektedir.

Sonu¢ olarak B1 formiilasyonu ve ticari iiriin NO diizeylerinin azalmasinda etkili

olmuslardir.
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Yara dokusu GSH diizeyleri

Diyabetik yaralarda yara iyilesmesinin gecikmesi, oksidatif stresin artmasina ve hiicre igi
glutatyon diizeylerinde degisiklige bagli olmaktadir (Deveci ve digerleri, 2005).
Hiperglisemik farelerde olusturulan yaralarda ve diyabetik ayak {ilseri olan hastalarin yara
stvilarinda azalmig glutatyon seviyeleri gozlenmistir (Mudge ve digerleri, 2002). Azalmis
glutatyon seviyeleri hiicrenin redoks potansiyelinin azalmasina neden olmaktadir. Degisen
redoks potansiyeli ile yara iyilesmesi arasindaki etki tam olarak bilinmese de bu azalmanin
gecikmis yara iyilesmesinde onemli rol oynadigr distliniilmektedir. Glutatyon yara
bolgesinde, hiicreye hasar verebilecek peroksitlerin detoksifikasyonuna ve okside iiriinlerin

rediiksiyonuna katilir.

Dokuda glutatyon seviyesinin artirtlmasi i¢in glutatyonun dogrudan kullanilmasi ya da
antioksidan ozellik gdsteren maddeler kullanarak glutatyon seviyesinin artirilmasi
miimkiindiir (Altindas, 2006). Topikal glutatyon uygulamasinin hiicrei¢i glutatyon
seviyesinin normale donmesini sagladigi ve diyabetik yaralarda iyilesmeyi hizlandirdigi
gosterilmistir (Deveci ve digerleri). Amin ve Abdel-Raheem (2014) diyabetik yaralarda
azalan GSH seviyesini, antioksidan 6zellikteki ar1 venomunu topikal yoldan kullanarak
artirmiglar ve yara iyilesmesinin hizlandigin1 gostermislerdir. Ayrica glutatyonun hiicre
kiiltliri ¢alismalarinda MMP aktivitesini inhibe ettigi ve MMP inaktivasyonunda rol

oynadig1 bildirilmistir (Kendre ve digerleri, 2013).

B1 formiilasyonu uygulamasi hiperglisemik sicanlarda GSH diizeyi agisindan, yara
iyilesmesinin 3. ve 7. giiniinde etkili olmustur. B1 formiilasyonu uygulamasi, tedavisiz
gruplarla karsilastirildiginda 6zellikle kronik yaralarda yara iyilesmesinin i¢ ice gecmis
olan uzamis inflamasyon fazi ve proliferasyon fazinda etkili olarak GSH diizeylerini
artirmistir. Hem diyabetle hem de yara olusturmakla ortaya ¢ikan artmig ROS diizeyleri
kiimiilatif bir etki gostererek lipid peroksidasyonunun artmasma neden olmustur.
Organizma bunun {iistesinden gelebilmek ve bu hasar1 kaldirabilmek icin antioksidan

kapasitesini artirmis olabilir.

Ticari {irlin ise hiperglisemik si¢anlarda yara iyilesmesinin ancak 14. giiniinde etkili olarak
doku GSH diizeylerini artirmistir (p<0,05). Bu da ticari iiriin uygulanan gruplarda oksidatif

olaylarin hala devam ettigini gostermektedir.
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Sonu¢ olarak Bl formiilasyonu diyabetli hayvanlarda yara iyilesmesinin 3. ve 7.

giinlerinde etkili iken ticari iiriin ancak 14. giinde etkili olmustur.

Yara dokusu AA diizeyleri

Vitamin C olarak bilinen askorbik asit yara iyilesmesinin biitiin asamalarina katilmaktadir
ve bir ¢cok enzimatik reaksiyonda rol almaktadir (Aksoy ve Ozakpmar, 2014). Askorbik
asit antioksidan kapasitesine bagli olarak yara bolgesindeki OH, H,O, ve hipoklorit
radikallerini indirgeyici 6zellige sahiptir. Ayrica derideki askorbik asit biiyiime faktorii
benzeri Ozelliklere sahiptir ve ECM’de kollajen sentezi i¢in 6nemli bir regiilatordiir.
Inflamatuvar hiicreler tarafindan olusturulan oksidatif stres ve siiperoksit radikalleri, kronik
iilser gibi bazi hastaliklarda 6nemli rol oynarlar. Diyabetik, yash ve immiin yetmezIligi olan
hayvanlarda, eksizyonel yaralarin antioksidan seviyelerinde azalma ve oksidatif stresteki
artis nedeniyle geg iyilestigi bildirilmistir. Ayrica STZ ile diyabet olusturulmus sicanlarda
da GSH, AA, katalaz ve E vitamininin derideki seviyelerinin diyabetik olmayanlara kiyasla

diisiik oldugu gosterilmistir (Kamer ve digerleri, 2010).

Dokuda AA seviyesinin artirtlmasi i¢in AA dogrudan ya da antioksidan 6zellik gosteren
maddeler kullanilabilir (Gopinath ve digerleri, 2004; Lima ve digerleri, 2009). Kollajen
filmlerinin yara iyilestirici etkilerinin arastirildigr bir ¢alismada askorbik asit ve GSH
seviyeleri, kontrole gore 14. giinde anlamli olarak artmistir (Arul ve digerleri, 2007).
Kollajen filmleri antioksidan kapasiteyi artirarak yara iyilesmesine yardimci olmustur.
Ayrica doksisiklinin reaktif oksijenleri siipliriicii etkisinin oldugu bildirilmistir

(Ramamurthy ve digerleri, 1993).

Tim bu bilgiler 1s5181inda calismamizda B1 formiilasyonunun hiperglisemik sicanlarda
miktar1 ¢cok fazla artan reaktif oksijen tiirlerini inhibe etmek icin AA seviyesini artirmast

beklenmektedir.

B1 formiilasyonu uygulamasinin, diger gruplara gore doku AA diizeylerini yara
iyilesmesinin 3. ve 7. gilinlerinde artirarak doku antioksidan kapasitesine katkida
bulundugu goriilmektedir. Bl formiilasyonu diyabetli gruplarda yara iyilesmesinin
inflamasyon ve proliferasyon fazinda etkili olarak doku antioksidan kapasitesini artirmigtir

(p<0,05). Ayrica Bl formiilasyonu uygulamasinin, doku AA diizeylerini artirma
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bakimindan 7. giinde piyasa preparatina oranla daha basarili oldugu goriilmektedir

(p<0,05).

Yara dokusu SOD aktivitesi

Iyilesmeyen yaralarda SOD normal diizeylerine geri donemez ve yara iyilesmesinin

gecikmesine neden olur (Deveci ve digerleri, 2005).

B1 formiilasyonu uygulamasinin yara iyilesmesinin 14. giiniinde etkili olarak doku SOD

aktivitesini artirdigi goriilmektedir (p<0,05).

B1 formiilasyonu ve ticari {irlin uygulamas: karsilastirildiginda SOD aktivitesindeki 7.
giindeki azalma artmis olan lipit peroksidasyonun ortadan kaldirilmasi igin SOD’un

tiiketilmis ya da kullanilmis olmasindan kaynaklanabilir.

Ticari tiriiniin de doku SOD aktivitesi tizerinde benzer sekilde etkili oldugu goriilmektedir.

Bu calismada non enzimatik antioksidanlardan GSH ve AA yara iyilesmesinde SOD

antioksidanina gore birincil rolii Gistlenmislerdir.

5.7.3. Histolojik ve immunohistokimyasal sonuclar

Histolojik sonuclar

Yara ortiilerinin temel amaci cildin yapisal ve fonksiyonel tiim 6zelliklerini normal doku

seviyelerine getirmektir.

Normoglisemik gruplarda B1 formiilasyonu ve ticari {iriin uygulanan gruplarda 14. giinde
yara bolgesinde kil follikiilleri ve follikiillere acilan yag bezleri yeniden organize
olmusgken, tedavisiz gruplarda deri eklerinin reorganizasyonu gozlenmedi. Kil folikiilleri,
ter ve yag bezlerinin yeniden organizasyonu dermisin saglikli onarilmasi ve tam bir doku

lyilesmesinin gostergesi olarak kabul edilmistir. (Abdel-Mohsen ve digerleri, 2016).

Hiperglisemik sicanlarda tedavisiz ve ticari liriin uygulanan gruplarda, 14. giinde yara

bolgesinde kiigiik bir yara kabugu ve dar bir inflamasyon bdlgesi gozlendi. Bu alanda
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epidermis gelisimi tamamlanmamigti. B1 formiilasyonu uygulanan gruplarda ise 14. giin
yara bolgesinde derinin histolojik katmanlari tam olarak gdzlenmistir. Ancak tam bir
epidermis olugsmasmna ragmen dermal skar dokusu bu bodlgede kil folikiillerinin
reorganizasyonunu engellemistir. Kil folikiillerinin yeniden organize olamamasi, histolojik
olarak bolgedeki skar dokusunun yogun kollajen organizayonuna ve doku onarimindaki
fizyolojik siirecin diyabet nedeniyle yavaslamasina bagli olabilir. Buna ragmen histolojik
katmanlarin tiimiiniin varlig1 nedeniyle Bl formiilasyonu uygulanan gruplarda yara
dokusunun daha iyi onarildigini belirlendi. Ancak normoglisemik ve hiperglisemik gruplar
reepitelizasyon degerleri acisindan kendi iglerinde karsilastirildiginda, istatistitiksel olarak
anlaml1 bir farklilik gostermemesine ragmen tedavili gruplar tedavisiz gruplara gére daha

1yi epitelize olmustu.

Kitozan, inflamasyon fazinda hiicrelerin yara bdlgesine gogiinii hizlandirarak makrofajlarin
mikroorganizmalar1 yok etmesini, Olii hiicreleri uzaklagtirmasini ve diger bagisiklik
saglayict  hiicrelerin  uyarilmasini  saglamaktadir. Uyarilan bu hiicreler doku
organizasyonuna ve yeni damar olusumuna yardim etmektedirler (Azuma ve digerleri,
2015). Histolojik calismalarda da 14. giinde B1 formiilasyonunun anjiyogenez skorlari
tedavisiz gruba kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bu da B1 formiilasyonunda bulunan

kitozanin etkisini desteklemektedir.

Immunohistokimyasal sonuclar

Akut ve kronik yara karsilastirildiginda akut yaralarda mitojenik aktivite yiliksek, sitokin ve
proteaz seviyesi diisiik, biiyiime faktorii seviyesi yliksektir. Kronik yaralarda ise mitojenik
aktivite diisiik, proteaz ve sitokin seviyesi yiiksek, biiylime faktorlerinin seviyesi azalmis

ve anjiyogenezis baskilanmistir.

VEGF ailesi vaskiiler sistem boyunca dizilmis endotel hiicreleri i¢in bilinen en 6zgiil
mitojendir. Anjiyogenik etkilerine ek olarak, endoteliyal hiicrelerin migrasyonunu
uyarmaktadir. VEGF ekspresyonunun basarisiz oldugu durumlarda yara iyilesmesi
gecikmektedir. Makrofaj ve keratinositlerden eksprese edilen VEGF‘nin hedef hiicresi

endotel hiicreleridir.
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bFGF yara dokusunda damar olusumunda etkili diger bir potent indiikleyici mitojendir.
Endotelyal marker olan bFGF deride keratinositlerde, ekstraselliiler matrikste,
fibroblastlarda isaretlenmektedir. Calismamizda bFGF ekspresyonu sadece keratinositlerde
degerlendirilmistir. Yara tamamen epidermisten yoksun oldugu, saglam epidermis dokusu
bulunmadig: igin 3 giinliik gruplarda keratinosit degerlendirmesi yapilmamistir. bFGF ve
VEGF ekspresyonunun in vivo ve in vitro ortamda incelendigi bir ¢alismada, ortamda
doksisiklin bulunmasi1 bFGF ve VEGF ekspresyonunu artirmistir. Hiicrelerin biiylime hizi

doksisiklin varliginda anlamli olarak artmistir (Seghezzi ve digerleri, 1998).

Bir diger anjiyogenik faktér olan vWF biiyiilk molekiilli multimerik bir glikoproteindir.
Yaralanmalarda primer hemostazin saglanmasinda kritik bir rolii vardir. Yaralanma
durumunda vWF’nin degredasyonu s6z konusudur. Doksisiklinin vWF proteazi inhibe
ederek vWF degredasyonunu ve kanama riskini azalttigi gosterilmistir (Bartoli ve digerleri,

2015).

Normoglisemik sicanlarda, B1 formiilasyonu ve piyasa preparati uygulanan gruplarda
tedavisiz gruba gore 3. giinde daha fazla VEGF tutulumu gozlenmistir. vVWF tutulumunun
da B1 formiilasyonu ve ticari {iriin uygulanan gruplarda 3. ve 7. gilinlerde tedavisiz gruba
gore arttigi gozlenmistir. bFGF tutulumlari degerlendirildiginde ise 7. gilinde tedavisiz
grupta sadece bazal keratinositlerde tutulum olmasina ragmen, B1 formiilasyonu ve piyasa
preparati uygulanan gruplarda yeni olusmaya baslayan epidermiste de tutulum

gozlenmistir.

Yara iyilesmesinde baslangigta yara bolgesi cevre dokulara kiyasla iskemiktir. Yara
bolgesinde oksijen ve besin transferi olmadan iyilesme gerceklesemez. Bu nedenle
anjiyogenez yara iyilesmesinde temel bir olaydir. Bu sonuglar VEGF, VWF ve bFGF
anjiyogenik markerlar1 agisindan birlikte degerlendirildiginde, B1 formiilasyonu ve piyasa
preparati uygulanan gruplarda anjiyogenezisin daha iyi  gergeklestigini  ve
vaskiilarizasyonun daha iyi oldugunu gostermektedir. Bu immiinohistokimyasal veriler,

histolojik bulgularla da desteklenmektedir.

Hiperglisemik ve normoglisemik gruplarda VEGF tutulumlar1 benzer olmasina ragmen,
hiperglisemik gruplarda vVWF tutulumu, 7. giinde B1 formiilasyonu uygulanan grupta hem

tedavisiz hem de piyasa preparati gruplarina gére daha yiiksektir. bFGF tutulumlar ise
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tedavisiz grupla Ozdestir. Anjiyogenik markerlarin tutulumu agisindan gruplar kendi
icerisinde karsilastirildiginda en iyi damar gelisimi, B1 formiilasyonu, ticari {iriin ve
tedavisiz grup olarak siralanmaktadir. Bu sonuglara gore doksisiklinin yara iyilesmesinde

anjiyogenezi saglayarak olumlu katkida bulundugu goriilmiistiir.

Tam kalinlikta olusturulan yara bolgesine aljinat uygulamasinin VEGF, TGF-bl ve
fibronektin baskilanmasini azalttig1 ve kollajen baskilanmasini artirdigi bildirilmistir (Lee
ve digerleri, 2009). B1 formiilasyonunda bulunan sodyum aljinatin, VEGF {izerinden

anjiyogenik etkiye yardim ettigi diisiiniilmektedir.

Epiteliyal bazal membranin 6nemli bilesenlerinden olan MMP-2 ve MMP-9 deride
keratinositler ve fibroblastlar tarafindan {retilen elastik liflerin yikimindan sorumlu
elastazlardandir. MMP’ler ECM’de bulunan fibrin, tendon gibi maddeleri pargalayarak
yeni ECM ve doku olusumunda gorev yaparlar (Stechmiller ve digerleri, 2010). Ancak
tekrarlanan travma, hipoksi, enfeksiyon gibi olaylar MMP’lerin normal gorev yapmasini
engelleyebilir. TIMP-1 antikoru MMP-9 inhibisyonundan, TIMP-2 ise MMP-2
inhibisyonundan sorumludur (Stechmiller ve digerleri, 2010). TIMP/MMP dengesinin
MMP lehine bozulmasi yaranin ge¢ iyilesmesine ve kroniklesmesine yol ag¢maktadir.
Kronik yarada TIMP seviyeleri ¢ok azalmakta ve MMP seviyeleri goreceli olarak
artmaktadir (Stechmiller ve digerleri, 2010). Dolayisiyla kronik yarada MMP seviyelerinin
azalmasi/TIMP seviyelerinin artmasi yara iyilesmesini olumlu yonde etkileyecektir.
Diyabetik iilserlerde de artmis MMP ve azalmig TIMP seviyesi uzamis inflamasyona ve

proteolitik yara ortamina neden olur.

Hiperglisemik ve normoglisemik gruplar kendi iglerinde, ECM’de kollajen yikim
markerlart olan MMP-2 ve MMP-9 acgisindan, karsilastirildiginda her iki grupta da matriks
yikiminin 3. ve 7. giinde, B1 formiilasyonu ve piyasa preparati uygulanan gruplarda

tedavisiz gruba gore daha az oldugu bulunmustur.

MMP-2’nin inhibitérii olan TIMP-2 seviyeleri degerlendirildiginde, normoglisemik
gruplarda inhibisyon mekanizmasinin devreye girdigi ve MMP-2 bulgularinin tam tersi
olarak TIMP-2’nin 3. ve 7. giinde B1 formiilasyonu uygulanan grupta tedavisiz gruba goére

arttig1 gozlendi.
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Hiperglisemik gruplarda ise TIMP-2 tutulumu, Bl formiilasyonu uygulanan grupta
tedavisiz gruba gore 3. giinde, hem tedavisiz hem de piyasa preparati uygulanan gruba gore

ise 7. giinde artmistir.

MMP-9 inhibitérii olan TIMP-1 tutulumu ise Bl formiilasyonu ve piyasa preparati
uygulanan gruplarda tedavisiz gruba gore artmistir. Sonuglar toplu olarak
degerlendirildiginde, hazirladigimiz Bl  formiilasyonunun MMP  seviyelerini
azaltarak/TIMP seviyelerini artirarak yara iyilesmesini olumlu yonde etkiledigi

diistiniilmektedir.

Yara bolgesinde ilk 24-48 saatte notrofil gocli gergeklesir, bu hiicrelerden ve yara
periferindeki damar endotel hiicrelerinden 1L-8 eksprese edilir (Springer, 1994; Yager ve
Nwomeh, 1999). 48 saatten sonraki siiregte 2-3. haftaya kadar nétrofiller apoptoza giderek
yerini kan dolagimi ile gelen monosit kokenli makrofajlara birakir. Bu siiregte monositik
g0¢ ne kadar fazlaysa o kadar tam yara iyilesmesi gergeklesir (Shukaliak and Dorovini-Zis,
2000). Monositik infiltrasyon yeterli degilse epidermis rejenere olurken, dermiste skar
dokusu gelisir. Bu siirecte IL-8 ekspresyonu inflamatuvar siirecin baslatilmasinda

onemlidir (Springer, 1994; Mehendale and Martin, 2001).

Yara iyilesmesi gibi biyolojik olarak kompleks bir siirecte reepitelizasyonu artirdigi bilinen
IL-8 beklendigi gibi normoglisemik gruplarda hiperglisemik gruplara gore daha yogun
eksprese edilmistir. Bu bulgu reepitelizasyonun saglikli yara iyilesmesi siireglerine kosut
olarak gergeklestigini gostermektedir. Ancak en 1iyi ekspresyon Bl formiilasyonu
uygulanan grupta gerceklesmistir ve sirasiyla ticari ve tedavisiz gruplar bu grubu
izlemistir. Hiperglisemik grupta ise IL-8 ekspresyonu normoglisemik gruplara gére daha

zayif tutulum gostermis ve reepitelizasyon daha ge¢ olusmustur.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Tez kapsaminda akut ve kronik yara tedavisinde kullanilmak iizere, elektro-¢ekim

yontemiyle hazirlanmis prototip bir yara oOrtiisii gelistirilmistir. Yara Ortiisiinlin alt tabakasi,

cekirdek kisminda %1 PCL ve %4,5 kollajen, kabuk kisminda ise %2,5 doksisiklin ve

%?2,5 PEO igereren koaksiyal nanoliflerden olusmaktadir. Yara Ortiislinlin orta tabakasini

kitozan, iist tabakasini ise sodyum aljinat nanolifleri olusturmaktadir. Gelistirilen yara

ortiisiinlin 6zellikleri asagidadir:

Lif yerlesimi paraleldir.

Temas agis1 38°°dir. Hidrofilik yapisindan dolay1 kolay 1slanabilmektedir.

Sican derisinde biyoadezyon isi 0,485 mJ/cm? dir.

Gerilme direnci 2,76 MPa ve kopma uzamasi %7,65’dir. Yaraya uygulandiginda gerek
biyoadezif gereckse mekanik 6zellikleri agisindan deriyle uyumludur.

Spesifik yiizey alani 9,65 m?/g ve porozitesi %52,3’tiir. Boylece yarayr bakteriyel
penetrasyondan ve dehidrasyondan koruyabilecek ve yara sivisinin drenajim
saglayabilecek 6zelliktedir.

Yiiklenen doksisiklin miktar1 260 pg/ cm?®dir.

Doksisiklinin tamami 15 dakika i¢inde salinmaktadir.

Her iki yiizeyine ayr1 ayr1 uygulanan 2 saatlik UV sterilizasyon islemi, yara Ortiisiiniin
ortalama lif ¢ap1, mekanik, yapigsma ve temas agis1 6zelliklerini etkilememis, doksisiklin
miktart degismemis ve mikrobiyal tireme olmamustir.

Keratinosit hiicre serisinde 3 ve 7 gilinlik MTT testlerinde sitotoksik etki
gostermemistir.

Stabilite test sonuglarmma gore 4°C’de 12 ay boyunca ortalama lif ¢api, mekanik,
yapisma, temas agis1 Ozellikleri ve doksisiklin miktar1 a¢isindan stabil kalmistir. Ancak
daha yiiksek sicakliklarda nemden etkilenerek 6zelliklerini kaybetmektedir.

Hem normoglisemik hem de hiperglisemik si¢anlarda yara boyutunu 7.glinde anlamli
olarak kiiciiltmektedir.

Normoglisemik siganlarda hem proliferasyon hem de yeniden sekillenme fazinda doku

lipid peroksidasyonu (MDA) ve NO diizeyini azaltmaktadir.
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Normoglisemik sicanlarda inflamasyon ve yeniden sekillenme fazlarinda GSH
diizeylerini, proliferasyon fazinda AA diizeylerini artirarak iyilesmeye katkida
bulunmaktadir.

Hiperglisemik sicanlarda yara iyilesmesinin 7. ve 14. giinlerinde etkili olarak doku
MDA diizeylerini proliferasyon ve yeniden sekillenme fazlarinda azaltmaktadir.
Hiperglisemik siganlarda doku AA diizeylerini 7. glinde piyasa preparatina oranla daha
fazla artirmaktadir.

Immunohistokimyasal degerlendirme sonuglarma gore, yara Ortiisiiniin igerdigi
doksisiklin sayesinde MMP oranlarinin azaldigt ve TIMP oranlarinin arttigi
bulunmustur. Ayrica biiytime faktorlerini (VEGF, bFGF, vWF) uyararak anjiyogeneze
yardime1 oldugu bulgusu histolojik bulgularla desteklendi.

Hazirladigimiz yara ortiisli yara iyilesmesinin biiylik oranda inflamasyon ve proliferasyon

fazlarinda etkiliyken, piyasa preparati yeniden sekillenme fazinda etkilidir. Hem

inflamasyonu baskilayarak hem de kendisi bir antioksidan olarak gorev yaparak iyilesmeye

katkida bulunmaktadir. Ozellikle hiperglisemik siganlarda inflamatuvar fazin kisaltilmasi

i¢in ticari lirline gore daha tistiindiir.

Calismalarda gozlenen bazi sorunlar ve ¢6ziim Onerileri asagida belirtilmistir:

Tezde kullanilan elektro-¢ekim cihazinda doner silindir saga-sola hareket ederek
lif/doz homojenligi saglanmaktadir. Ancak elektro-gekim islemi ile iretilen nanolif
formiilasyonlarinda etkin madde miktarinin yara Ortiisiiniin genelde orta kismindaki
hat boyunca homojen oldugu gézlenmistir. Gézlenen bu sorunun, yara ortiilerinin daha
verimli iiretilebilmeleri agisindan, doner silindirin saga-sola hareketinin hizlandirilarak
¢oziilebilecegi diistiniilmektedir.

Stabilite caligmalarinda sadece 4°C’de saklanan yara Ortiilerinin 06zelliklerini
kaybetmedigi, ancak daha yiiksek sicaklik ve nem kosullarinda 6zelliklerini
kaybederek kullanilamaz hale geldigi gozlenmistir. Yara OoOrtiisiindeki hidrofilik
polimerler nem varhiginda nanolif yapisini kaybetmektedir. Ozellikle ambalaj
seciminde dikkat edilmesi ve nem gegirmeyecek bir ambalaj kullanimi 6nemlidir. Bu
nedenle yara Ortilisiiniin oda sicakliginda saklanabilmesi agisindan uygun ambalaj
secimini destekleyen farkli ambalaj materyallerinin denendigi stabilite ¢alismalariin

yapilmas1 uygun olacaktir.
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Yara ortiisiinlin diger sterilizasyon yontemleriyle sterilize edilip, sterilizasyon sonrasi
karakterizasyon testleri de yapildiktan sonra yontemler arasi karsilastirma yapilarak
daha uygun bir sterilizasyon yontemi segilebilir.

Yara oOrtiisiiniin ticari olarak Uretilebilmesi i¢in mutlaka Olgek biliylitme (scale-up)
calismalarinin yapilmast gereklidir. Bu amacla oncelikle bir pilot iiretim cihazinda
kritik islem parametrelerinin (akis hizi, voltaj, igne ucu-toplayict mesafesi, doniis hizi)

belirlenmesi gereklidir.
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