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ONSOZ

Polimer ¢ozeltilerinden yola ¢ikarak elektroegirme teknolojisi ile nanoliflerin tiretimi,
islem basamaklarimin optimizasyonu, karakterizasyonu ve elde edilen platformlarin doku
miithendisligi caligmalarinda kullanim potansiyellerinin arastirilmasi1 amaciyla yola ¢ikilan
proje umut verici sonuglarla noktalandirildi. Proje kapsaminda, deri doku miihendisligi
alaninda kullanim amaciyla Poli(e-kaprolakton)-K-Karragenan—Corek otu tohumu yagi (PCL-
Kar/COY) nanoliflerinden doku iskelesi gelistirilmesi ve Poli(e-kaprolakton)—Seliiloz asetat—
Mandelik asit (PCL-CA/MA) nanoliflerinden yara ortiisii gelistirilmesine yonelik ¢alismalar
gerceklestirildi.

“Doku Miihendisliginde Kullanima Uygun Nanoliflerin Elektroegirme ile Uretimi ve
Karakterizasyonu” baslikli doktora tez calismas1 Ege Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje No: FDK-2020-22175).
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OZET

DOKU MUHENDISLIGINDE KULLANIMA UYGUN NANOLIFLERIN

ELEKTROEGIRME iLE URETIMIi VE KARAKTERIZASYONU

Bu c¢alismada, elektroegirmeyle iiretilen nanoliflerden deri doku miihendisliginde
kullanilmak amaciyla doku iskelesi ve yara oOrtiisti gelistirildi. Deri doku miihendisliginde yara
iyilesme uygulamalarinda kullanilmak amaciyla poli(e-kaprolakton) (PCL), K-karragenan (Kar)
ve Nigella sativa tohum yagi (NSO) kullanilarak nanolifler iretildi. PCL-KAR-COY
nanoliflerinin hiicre canlilig1 tizerine etkileri DAPI kullanilarak floresans mikroskop yardimiyla
belirlenirken, yara iyilesme aktivitelerinin arastirilmasinda culture insertler kullanildi. 10
mg/mL ¢orek otu yagi igeren PCL-Kar-COY nanolifleri kontrole kiyasla 48 ve 72 saat boyunca
sirasiyla %43,16+15,56 ve %48,33+14,72 yara iyilesme aktivitesi gostererek daha etkili
bulundu. Nanolif temelli biyoaktif yara oOrtiilerinin gelistirilmesi amaciyla PCL, seliiloz asetat
(CA) ve mandelik asit (MA) kullanildi. PCL-CA-MA nanoliflerinin HaCaT hiicre canliligina
etkileri MTT testi ile belirlendi. 25 mM MA igeren PCL-CA nanolifleri en etkin konsantrasyon
olarak belirlendi. PCL-CA-MA (25 mM) nanolifleri (sirasiyla 4, 6 ve 8 saat i¢in %39,35+12,46;
%65,31£10,74 ve %94,78+6,77) kontrol grubuna (sirasiyla 4, 6 ve 8 saat i¢in %17,8843,34;
%19,36+6,64 ve %29,07+£7,66) kiyasla ¢ok kisa siirede oldukca yiiksek bir yara iyilesme

aktivitesi gosterdi.

Anahtar sozciikler:Biyomalzeme, doku miihendisligi, nanobiyoteknoloji, nanolif, poli(e-

kaprolakton), K-karragenan, Nigella sativa, seliiloz asetat, mandelik asit



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF ELECTROSPUN

NANOFIBERS, SUITABLE FOR USE IN TISSUE ENGINEERING

In this study, electrospun nanofibers were developed for use in the field of skin tissue
engineering as scaffold and wound dressing material. Nanofibers were prepared with poly(e-
caprolactone) (PCL), K-carrageenan (Car) and Nigella sativa seed oil (NSO) for the purpose of
developing the skin tissue engineering matrices for wound healing. Cell viability experiments
were performed on HaCaT cell line for the choosing of appropriate PCL-Car/NSO nanofibers
via fluorescence microscopy with DAPI, and wound healing activity was investigated with
culture inserts performed. 10 mg/mL NSO containing PCL-Car/NSO nanofibers were found
more effective at wound healing compared with the control 43.16 + 15.56% and 48.33 + 14.72%
for 48 and 72 hours, respectively. PCL, cellulose acetate (CA) and mandelic acid (MA) were
used for the development of nanofibrous bioactive wound dressing material. PCL-CA-MA
nanofibers’ effects on viability of HaCaT cell lines were determined by MTT. PCL-CA
nanofibers, which contained 25 mM MA, were found the most effective nanofiber formulation.
PCL-CA-MA (25 mM) nanofibers showed an excellent wound healing activity (39.35+12.46%;
65.31£10.74% and 94.78+6.77% for 4, 6 and 8 hours, respectively) compared with control
group, (17.88+3.34%; 19.36+6.64% and 29.07+7.66% for 4, 6 and 8 hours, respectively) in a
very short time.

Keywords: Biomaterial, tissue engineering, nanobiotechnology, nanofiber, poly(e-

caprolactone), K-carrageenan, Nigella sativa, cellulose acetate, mandelic acid



1. GIRIS

Giliniimlizde hastalik, yaralanma ve gelisimsel defektlerden kaynakli meydana gelen
organ ve doku hasarlar1 6nemli birer ekonomik ve saglik sorunu haline gelmis durumdadir.
Ancak organ bagiscilarinin azligi, nakil bekleme listelerindeki insan sayisinin artmasi ve
giderek artan yaslanan niifus nedeniyle, bagislanan doku ve organlara bagimlilik pratik bir
yaklasim degildir. Bunun yam sira lojistik kisitlamalar nedeniyle, dondrlerden alinan bir¢ok
organin eslestirilememesi, transfer edilememesi ve ¢ok sinirli bir siire i¢inde bir hastaya basarili
bir sekilde nakledilememesi gibi sorunlar da yer almaktadir. 2019 yilinda elde edilen verilere
gore; sadece Amerika Birlesik Devletleri’nde Ulusal Nakil Bekleme listesinde 113000'den fazla
kisinin oldugu ve yaklasik 17000 kisinin organ nakli i¢in 5 yildan fazla bir siiredir bekledigi
bilinmektedir (Lanza et al., 2020; Persidis, 1999)

Yetiskin bir insanda dokularin ¢ogu tamir edilmese ve/veya yenilenmese de; bunu yapan
deri, karaciger ve fetiis gibi 6rnek doku ve organlar da vardir (Baddour et al., 2012; Lanza et
al., 2013). Deri i¢in, yetiskindeki rejeneratif siire¢ kusurlu olan fizyolojik anatominin
iyilesmesini icerir (Chuong et al., 2012; Lanza et al., 2013). Fakat birgok uygulama i¢in ilgili
doku veya organ biyolojik olarak o kadar karmasiktir ki, bir onarim ve/veya rejenerasyon
yaklagimi, doku veya organ naklinden daha iyi bir strateji olabilir. Tam bu noktada mevcut
kritik tibbi ihtiyact karsilamak i¢in Doku Miihendisligi umut verici bir secenek olarak karsimiza
cikmaktadir. Doku miihendisligi hasarli doku ve organlarin onarimi veya degistirilmesi
amaciyla terapiler ve iiriinler gelistirmek i¢in biyoloji, kimya, miihendislik, tip, ilag ve malzeme
bilimi gibi farkli alanlardan bilgi ve teknolojileri birlestiren ¢ok disiplinli bir alanlardir (Langer
and Vacanti, 1993a; Lanza et al., 2013). Hiicre ve kok hiicre biyolojisi, biyokimya ve molekiiler
biyoloji alanlarinda edinilen bilgilerden yararlanarak, bu bilgileri yeni dokularin
miihendisligine uygulayabilir. Benzer sekilde, malzeme bilimi, kimya miihendisligi ve
biyomiihendislikteki ilerlemeler, miihendislik ilkelerinin canli sistemlere uygulanmasina
olanak tanimaktadir. Bu, doku miihendisligi ve rejeneratif tip i¢in temel bir paradigma olarak
kabul edilen; hiicre, doku iskelesi ve sinyal molekiillerinden olusan 3 ana bileseni karsimiza

¢ikarmaktadir (Lanza et al., 2013).

En genel tanimiyla doku miihendisligi; biyomalzeme, hiicre ve biyosinyal molekiillerini

kullanarak canli dokularin tamiri veya yeniden yapilmasi ile ilgilenen bilim dali olarak



tanimlanmaktadir. Hiicreler, biyomolekiiller ve biyomalzemeler doku miihendisliginin {i¢ temel

unsurunu olusturmaktadir (Langer and Vacanti, 1993a).

Canl1 dokularin islevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla kullanilan dogal
ya da sentetik malzemeler biyomalzeme olarak adlandirilmaktadir. Biyomalzemeler siirekli
olarak veya belirli araliklarla viicut akigkanlari ile temas eder. Biyolojik sistemlerle ara yiizey
olusturarak ya da dokularin, organlarin ve viicut fonksiyonlarinin yerine gecerek iyilesmesini,
bliylimesini ve onarilmasini saglar. Biyomalzemeler, doku miihendisliginde temel olarak doku

iskelesi (scaffold) olarak kullanilmaktadir (O’Brien, 2011).

3 boyutlu (3D) yapida olan doku iskeleleri hiicrelere yapisal destek saglayarak
tutunmasina ve ¢ogalmasina olanak verir. Hiicre tutunmasi ve gocii i¢in ortam sunar, hiicre ve
biyokimyasal molekiillerin iletimini gerceklestirir, gerekli besinlerin diflizyonuna olanak tanir
ve hiicre davranisin1 degistirmek ya da kontrol edebilmek i¢in baz1 mekanik ve biyolojik etkiler

saglar (O’Brien, 2011).

Doku miihendisligine yonelik biyomalzeme gelistirilmesinde kullanilan biyofabrikasyon
teknolojileri; miithendislik, malzeme bilimi ve biyoloji ilkelerini birlestirmesinin yan1 sira bagta
doku miihendisligi ve rejeneratif tip olmak {izere birgok biyomedikal disiplinin gelisimini
hedeflemektedir. Ek olarak, dogal dokulara yliksek derecede yapisal ve islevsel benzerliklere
sahip karmagsik doku yapilarinin olusturuldugu fizyolojik 3D in vitro modellerin gelistirilmesi
icin de biylik bir potansiyele sahiptir. Doku miihendisligi i¢in giincel olarak en yaygin
kullanilan  biyofabrikasyon teknolojileri elektroegirme; 3D biyobaski teknolojileri;
stereolitografi (SLA) ve lazer destekli biyobaski gibi 151k bazli teknolojileri seklinde
siralanabilir (Lanza et al., 2020).

“Doku Miihendisliginde Kullanima Uygun Nanoliflerin Elektroegirme ile Uretimi ve
Karakterizasyonu” baslikli proje kapsaminda; Poli(e-kaprolakton)-K-Karragenan—Corek otu
tohumu yagi (PCL-Kar-COY) nanoliflerinden doku iskelesi gelistirilmesi ve Poli(e-
kaprolakton)—Seliiloz asetat — Mandelik asit (PCL-CA-MA) nanoliflerinden yara Ortiisii

gelistirilmesine yonelik olmak iizere iki ayr1 calisma gerceklestirildi.



2. GENEL BILGILER
2.1. Biyomalzeme

Biyomalzeme kavrami ilk olarak 1982 yilinda Konsensus Gelistirme Konferansinda
(Chester, Birlesik Krallik), “Viicuttaki herhangi bir doku, organ veya islevi tedavi eden,
cogalmasina olanak taniyan veya o dokuyla yer degistiren; herhangi bir siire boyunca, bir biitiin
olarak veya bir sistemin parcasi olarak kullanilabilen, sentetik veya dogal kaynakli, ilaglar
disinda kalan madde veya maddelerin bir kombinasyonu” olarak tanimlanmistir (Dolcimascolo

etal., 2019).

Eski ¢aglardan beri, insanlar yaralar iyilestirebilen, viicut fonksiyonlarini siirdiirebilen
veya eski haline getirebilen hayvan veya bitki tiirevli malzemeleri dogada aradilar. Ornek
olarak eski Misirlilar ve Romalilar cilt lezyonlarini dikmek i¢in bitkisel lifler kullandilar ve
ahsap uzuv protezlerini modelleyebildiler. Ozellikle sanayi devriminin ardindan, teknolojinin
ve bilgi birikiminin artmasi sonucu tibbi cihazlar ve giderek daha uygun 6zelliklere sahip bir
dizi sentetik biyomateryal (6nce metalikler ve sonra polimerler) gelistirilebildi. ilerleyen
siirecte dogal ve sentetik biyomalzemeler, rejeneratif tip ve doku miihendisligi stratejileri i¢in
onemli unsurlardan biri haline geldi. Giinlimiizde, ¢cok sayida iiretim sistemi ile gesitli tipte
biyomalzeme temelli iskeleler iiretilmistir, ancak doku miihendisligi i¢in ana zorluk, iskele

liretimi i¢in uygun malzemelerin se¢iminden kaynaklanmaktadir.

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda biyomateryaller, doku lezyonunun
iyilesmesini, hiicre biiytimesi ve farklilasmasini tesvik etmek igin bir destek (iskele) olarak
hizmet ettiklerinden ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Temel olarak yeni gelisen doku icin
uygun bir ortam saglamasinin yani sira, ayni zamanda yeni doku tamamen restore edilene kadar
hiicre tutunmasi, ¢ogalmasi ve hiicre dist matriks (ECM) birikimi i¢in biyomimetik
malzemelerin (3D yapr iskeleleri) kullanimina dayanmaktadir (Salgado et al., 2004). Ayrica,
kullanilan iskeleler doku miihendisliginin temel unsurlarindan olan hiicreler ve sinyal

molekiilleri veya biiylime faktorleri ile de birlestirilebilir (Dolcimascolo et al., 2019).



2.1.1. Doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemelerin 6zellikleri

Gilintimiizde, dogal veya sentetik polimerler, seramikler, metaller, kompozitler ve
hidrojeller gibi farkli biyomalzeme tiirleri kullanilmaktadir. Bir biyomalzemenin iskele
materyali olarak  kullaniminin  degerlendirilmesindeki anahtar  gereksinimler; (i)
biyouyumluluk, (ii) biyobozunurluk ve (iii) biyoaktivite olarak siralanabilir. Iskelenin doku
miithendisligi i¢in temel gereksinim; biyouyumlulugu veya hiicresel tutunmayi, ¢ogalmayi ve
yiizeye ve nihayetinde iskele yoluyla in vitro ve in vivo gocii tesvik etme kabiliyetidir. Buna ek
olarak, implantasyondan sonra, iyilesmeyi azaltabilecek veya reddi indiikleyebilecek onemli
bir inflamatuar reaksiyondan kacinmak i¢in, immiin yanit olusturmadan konakg¢i dokuya

entegre olmalidir (Dolcimascolo et al., 2019; Hutmacher et al., 2001).

Biyoaktivite, bir biyomateryalin ¢evre doku ile etkilesime girerek hiicre tutunmasi,
cogalmasi ve farklilasmasina olanak saglama yetenegini temsil eder (Yu et al., 2015).
Biyomalzemeler konak dokuyla karsilastirildiginda genel olarak daha yiiksek bir biyoaktiviteye
sahiptir ve doku biiylimesini desteklemek icin spesifik hiicresel cevap olusumuna katki
saglayarak hiicresel tanimay: tesvik edebilir. Bu amagla, biyomateryalin yiizeyini hiicresel
davranig ve yanit1 modiile edebilen dogal dokuya esdeger bir biyomimetik ortam {iretmek i¢in
kollajen, fibronektin ve laminin gibi ECM makromolekiilleri ile modifiye etmek miimkiindiir
(Dolcimascolo et al., 2019; Tirrell et al., 2002).

Doku miihendisligi i¢in iskelenin bir diger temel 0Ozelligi biyolojik olarak
parcalanabilirliktir. Biyomimetik yapi iskeleleri kalict implantlar degildir, ancak hiicrelerin
kendi ECM’lerini iiretmelerine izin vermek igin biyolojik olarak pargalanabilir olmalidirlar.
Ayrica, bu bozunmanin yan iiriinleri de toksik olmamali ve diger dokulara miidahale etmeden
viicuttan kolayca atilabilir olmalidir (Babensee et al., 1998). Ayrica, asir1 hizli veya yavas bir
eliminasyonu 6nlemek i¢in bir biyomalzemenin in vivo bozunma kinetigini bilmek de kritik
derecede 6nemlidir. Eliminasyonu hizli olan bir iskele, hiicrelere destek olma islevini yerine
getiremezken, eliminasyonu yavas olan iskele ise nekroz veya iltihaplanmaya neden olabilir
(Dolcimascolo et al., 2019; Tabata, 2009) .

S6z konusu ii¢ temel 6zelligin yan1 sira; kullanilacak doku iskelesi, implante edilmesi

gereken anatomik bolgeye uygun yapisal ve mekanik o6zelliklere sahip olmali ve ayrica



implantasyon sirasinda cerrahi manipiilasyona izin verecek kadar dayanikli olmalidir. Yapisal
ozellikler, makro ve mikro yapisal 6zellikleri igerir. Makro-yapisal 6zellikler, ECM'i taklit eden
ve hiicrenin dogal farklilastirilmig fenotiplerini korumasini saglayan kritik 6neme sahip gegici
bir 3B mimariye atifta bulunur. Mikro-yapisal 6zellikler ise iskele gozenekliligi, gézenek sekli,
gozenek boyutu ve ara baglant: ile ilgilidir. Mekanik 6zellikler ise, mekanik mukavemet ve

sertligi icerir (Dolcimascolo et al., 2019).

2.1.2. Doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemeler

Doku miihendisliginde kullanilan biyomalzemelerin 6zellikleri doku replasmaninin veya
rejenerasyonunun basarisi i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir. Ayrica, implant bolgesi ile etkilesime
girmenin yani sira doku rejenerasyonu i¢in 6nemli olan biyolojik siiregleri etkileme yetenegine
de sahiptirler. Giiniimiizde seramikler, dogal ve sentetik polimerler, metaller, kompozitler ve
hidrojeller gibi iskele iiretimi i¢in farkli tiirde biyomalzemeler kullanilmaktadir (Cizelge 2.1.)

(Dolcimascolo et al., 2019)

Seramik biyomalzemeler, metalik ve metalik olmayan elementler igerebilen, dogal veya
sentetik kokenli inorganik bilesiklerdir. Bu biyomalzemeler genellikle polikristal katilardan,
nadiren monokristallerden yapilir ve bazen amorf bir yapiya sahiptir. Genel olarak, sert yiizey,
yiiksek mekanik sertlik, diisiik elastikiyet, diisiik termal genlesme gibi mekanik 6zellikleri,
iiretim yontemlerine bagli olmakla beraber, baglangi¢ malzemelerine ve tanecik boyutlarina
bagli olarak da degisiklik gosterebilir. Seramik malzemeler genellikle kemik doku

yenilenmesinde kullanilmaktadir (Dolcimascolo et al., 2019)

Kolajen, aljinat, proteoglikanlar, kitin ve kitosan gibi c¢esitli biyolojik polimerler
biyomalzeme iiretiminde kullanilabilmektedir. Bu malzemeler biyouyumlu olmalarinin yani
sira yiizeylerinde hiicre tutunmasma ve biliylimesine de olanak taniyacak diizeyde
biyoaktiftirler. Bununla birlikte, zayif mekanik o6zellikleri ve biyobozunurluklarinin hizl
olmasi genel kullanimlarmi sinirlandirmaktadir. Sentetik polimerler, bir dizi monomerik
birimden olusan yiiksek molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Yapilarina gore lineer, dallanmis veya
capraz bagli olabilirler. Termomekanik 6zelliklerine gdre termoplastik ve termoset olarak
siniflandirilabilir. Polimerik malzemeler, lifler, filmler, ¢ubuklar ve viskoz sivilar seklinde

tiretilebilir. Mekanik ozellikleri ve biyobozunurluklarmin, kullanilan reaktanlar ve sentez



parametrelerini degistirerek diizenlenebilmesi 6nemli bir avantajdir. Bununla birlikte, diisiik
biyouyumluluk ve mekanik mukavemete sahip olabilirler ve iyonlarin ve diger polimerizasyon
kalint1 parcaciklarinin salinmasi nedeniyle in vivo toksisite gosterebilirler. Polistiren, poli-L-
laktik asit, poliglikolik asit, poli(e-kaprolakton), poli-DL-laktik-ko-glikolik asit gibi bir¢ok
sentetik polimer halihazirda kullanilmaktadir (Dolcimascolo et al., 2019).

Cizelge 2.1 Farkli biyomalzeme tiirlerinin avantajlari, dezavantajlar1 ve ana klinik kullanimlar1 (Dolcimascolo et

al., 2019).
Avantajlar Dezavantajlar Klinik Kullanim
Seramikler -Sert yiizey -Kirilganlik -Kalga protezi
-Yiiksek mekanik sertlik -Diisiik biyodegradasyon | -Dental protez
-Biyouyumluluk -Proses zorluklar -Kemik ve kikirdak
-Kemik formasyonu
olusumuna katk1
Polimerler -Biyouyumluluk -Diisiik mekanik -Kemik ve kikirdak
-Biyoaktivite ozellikler -Tendon ve bag doku
-Sentez sirasinda gézeneklilik | -Hizli biyodegradasyon -Dikis ipligi
ve mekanik 6zelliklerin (Dogal Polimerler) -Katater
diizenlenebilmesi -Diisiik mekanik gii¢ -Kardiyovaskiiler protez
-Kemik dolgusu
Metaller -Iyi mekanik 6zellikler -Diisiik hiicre tutunmasi -Dis ve ortopedik
-Biyolojik stvilarla protezler
temasta korozyon
Kompozitler -Biyouyumluluk -Proses giigliigii -Sert ve yumusak doku
-Iyi mekanik 6zellikler
Hidrojeller -Biyouyumluluk -Mekanik dayaniklilik -Sert ve yumusak doku
- Kontrollii in vivo
biyodegradasyon
-Sentez sirasinda gozeneklilik
ve ¢apraz bag yogunlugunun
diizenlenebilmesi

Metaller, yiiksek elastik modiil, akma mukavemeti ve deforme olmadan yiik tasimalarina
izin veren yliksek siineklik gibi iyi mekanik 6zellikleri nedeniyle doku miithendisligi stratejileri
icin 6zellikle uygundur. Mekanik direng iskele {iretimi i¢in metalleri uygun adaylar yapmasina
ragmen, yiizeylerine hiicre tutunmasinin diisiik olmasi kullanimlari i¢in 6nemli bir sinirliliktir.
Ayrica, metal implantlar toksik metalik iyonlar ve/veya partikiiller salabilir ve biyolojik sivilar

da metallerin yiizeylerinde asindiric1 etki gosterebilir. Iskele iiretiminde kullanilan farkli



metaller arasinda paslanmaz ¢elik, kobalt ve titanyum alagimlari en sik tercih edilenlerindendir

(Dolcimascolo et al., 2019).

Hidrojeller, karboksil, amid, amino ve hidroksil gruplar1 gibi polar gruplar agisindan
zengin, kimyasal baglar veya fiziksel molekiil i¢i ve molekiiller arasi ¢ekimler ile bir arada
tutulan hidrofilik polimerlerdir. En temel 6zellikleri, ¢cok biiylik miktarlarda su veya biyolojik
stvilar1 absorbe etme ve ¢oziinmeden sisme yetenegidir. Hidrojeller, kokenine gore dogal
(polipeptidler ve polisakkaritlerden olusur), sentetik (geleneksel polimerizasyonla elde edilir)
ve yar1 sentetik olarak siniflandirilabilir. Ayrica, katyonik, anyonik, notr veya amfolitik olabilen
amorf veya yart kristal bir yap1 sunabilirler. Biyolojik bir sistemdeki kararliliklaria bagh
olarak, kimyasal-fiziksel modifikasyona ugramazlarsa dayanikli veya daha sonra viicuttan

atilan oligomerlere parcalanirlarsa biyolojik olarak parcalanabilir olarak kabul edilebilirler.

Kompozit iskeleler, dogal veya sentetik polimerler, seramikler ve metaller gibi farkli
biyomalzemeleri birlestirerek gelistirilmistir. Biyouyumluluk, biyolojik bozunma ve kayda
deger mekanik mukavemet gibi 6zellikleri bir araya getiren malzemeler oldugu i¢in teknolojik,
endiistriyel ve uygulanabilir 6neme sahiptirler. Ayrica, kompozit iskeleler hem sert hem de
yumusak doku rejenerasyonu i¢in uygulanabilir olmasinin yani sira, hiicrelerden ve ECM’den
olusan doku mimarisini de biiyiik dl¢iide taklit edebilir. Bir ¢ok calisma, doku miihendisligi
stratejileri i¢in kompozit yapi iskelelerinin (polimerler/seramikler ve sentetik/dogal polimerler)

etkinligini gostermistir (Qian et al., 2014; Sekiya et al., 2013).

Cizelge 2.2 Doku iskelesi iiretim teknikleri (Lanza et al., 2020).

Teknik Avantajlar Dezavantajlar
Hizli prototipleme: 3 boyutlu Cok ¢esitli malzeme, yiiksek oranda Yiiksek verimli iiretim mevcut degil,
(3D) baski tanimlanmis gozeneklilik ve mimari, zaman alici siireg

tekrarlanabilirlik, biyoaktif molekiiller

ve hiicrelerin dahil edilmesini saglar

Lif Baglama (Fiber Bonding) | Basit prosediir, yiiksek yiizey Yiiksek proses sicakligi, smirl
alani/hacim orant hiicre tutunmasini gozeneklilik kontrolii
destekler
Elektroegirme Cok ince lif kalinlig1 elde edilebilir Sinirl lif birikimi ve gozeneklilik

kontrolii, zay1f mekanik biitiinlikk




Coziicti dokiimii ve partikiil
oziitleme (Solvent

casting/particulate leaching)

Az malzeme gereksinimi,
yliksek gozeneklilik, kompozit

malzemelerin dahil edilmesini saglar

Gozenek yapilari birbirine bagh
degildir, ¢oziicii artiklari, biyoaktiviteye

zararlt

Eriyik kaliplama (Melt
molding)

Kalip ile sekil kontrolii, esnek geometri,
kompozit malzemelerin dahil edilmesini

saglar

Yiiksek islem sicakliklari,

gozenekler arasi baglant1 eksikligi

Membran laminasyonu

Tanimlanms sekil ve geometriler,

katmanlar arasinda goriiniir simir yok

Her katman i¢in sekil tanimlamasi
gerekli, zaman alici, sitotoksik

¢oziiciiler

Ekstriizyon

Tiibiiler yapilar1 imal etme yetenegi

Yiiksek sicaklik ya da basing

gereksinimi

Liyofilizasyon

Bazi gozenekler arasi baglanti

Diger yontemlere gore diisik
gozeneklilik, sinirli iskele ve gozenek

boyutu

Faz ayrimi

Ilag tasima uygulamalari i¢in potansiyel,
biyaktif bilesenlerin ¢oziiciiden

korunmast

Cozict artiklar, smirli gézenek boyutu

Yiiksek i¢ fazli emiilsiyon

Enjekte edilebilirlik, iyi gozenek
morfolojisi,
biyolojik olarak pargalanabilen

polimerler kullanilabilir

Sinirl polimer segenegi, yiiksek islem

sicakligt

Gaz Kopiirtme

Organik solvent ihtiyacini ortadan

kaldirir, arttirilmig hiicre tutunmasi

Gozenekler aras1 baglanti eksikligi,

siirlt gozenek boyutu

Kendiliginden montaj

Cesitli hiicre davramiglarini desteklemek
i¢in tasarlanabilir, in vitro kiiltiir ile

uyumlu

Pahali malzeme, tasarim uzmanligi

gereksinimi, simirh iskele boyutu

in-situ polimerizasyon

Aninda implantasyon miimkiindiir,

diisiik islem gereksinimi

Sinirl mekanik 6zellikler ve
gozeneklilik, zararli polimerizasyon yan

iriinleri; sinirh malzeme se¢imi

2.1.3. Polimer temelli doku iskelesi iiretimi

Iskele iiretimi i¢in kullanilacak biyomalzemenin segiminden sonra, makro ve mikro
yapisal ozelliklerin yiiksek diizeyde kontrol edilmesini saglayan yeterli bir isleme tekniginin
secilmesi olduk¢a 6nemlidir. Tercih edilen yontemin, dogruluk ve tekrarlanabilirlik gibi temel
gereksinimleri karsilamasi gerekir. Elde edilen yapi iskeleleri, diizenli gozenek sekli ve
gozenek boyutuna sahip olmali ve ayn1 yontemle iretildiginde herhangi bir fiziksel-kimyasal
degisiklik gostermemelidir. Ayrica, isleme kosullar1 biyomateryalin mekanik o6zelliklerini
degistirmemeli ve islem sirasinda kullanilan herhangi bir toksik ¢oziicii, iskelenin klinik
kullanimini sinirlamamak i¢in tamamen uzaklastirilabilmelidir (Leong et al., 2003; Salgado et
al., 2004).



Doku miihendisliginde; hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi i¢in ECM
yerine gegici yapilar olarak hizmet eden doku iskelelerinin iiretiminde ¢ok sayida polimer
isleme teknigi kullanilmaktadir (Cizelge 2.2). Geleneksel yontemler; genellikle dogal
polimerler, seramikler veya biliylime faktorlerini doku gelisimine katki saglamak igin
biyokimyasal ajanlar olarak kullanarak, besin ve atik maddelerin taginmasinin yani sira hiicre
ve hiicre gocii icin birbirine bagli gdzenekli mimariye sahip iskeleler olusturmak igin yeterli
olmustur. Bununla birlikte, bu iskelelerin karakteristik olarak tek tip olmasimin yani sira,
fiziksel Ozelliklerin karmasikligi ve iiretimde oOl¢ek biiylitmenin zorlugu ile siirlanmig
durumdadir. Bu nedenle, doku miihendisligi ve rejeneratif tip alanlarinda dokuya ve hastaya
0zel yap1 iskeleleri iiretme hedefini gerceklestirmek icin daha gelismis iskele tiretim

tekniklerine ihtiyag duyulmustur (Lanza et al., 2020).

2.2. Nanolif ve Elektroegirme

Birgok sentetik veya dogal malzeme doku miihendisligine yonelik uygulamalarda
kullanilmaktadir. Son yillarda nanofibr6z materyallerin biyoteknolojik ve medikal
uygulamalarda kullanimi oldukga ilgi gérmektedir. Bunlarin arasinda nanolif temelli hiicre
iskeleleri; dogal yapiy1, kompozisyonu ve viicut ECM’ini ¢ok 1yi taklit edebildigi i¢in doku
miihendisligi alaninda olduk¢a yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica hasarli dokunun
rejenaratif Ozelliklerini arttirmak amaciyla biyomolekiillerle zenginlestirmeye de olanak
tanimaktadir (Leung and Ko, 2011; Pham et al., 2006; Sharma et al., 2015). Yiiksek
gozeneklilik, degisebilen gozenek boyutu, yiiksek yiizey/hacim orani nanofibriler doku
iskelelerinin 6nemli avantajlarindandir (Li et al., 2002; Pham et al., 2006). Ozellikle yara
iyilesme proseslerinde klasik yara ortiilerinden farkli olarak; hasarli dokunun iizerini 6rtmenin
yani sira yiiksek gozenekli yapisi sayesinde daha etkin oksijen transferine olanak tanimaktadir.
Ayrica, nanolifler yara iyilesme prosesini hizlandiracak, yaranin enfekte olmasina engel olacak
veya kontrol salimmi yapilacak farkli dogal veya sentetik biyomolekiillerle

zenginlestirilebilmektedir (Sundaramurthi et al., 2014).

Nanomalzemelerin i¢inde 6nemli bir yere sahip olan nanolifler, belirli bir captaki siirekli
uzayan, metrenin milyarda bir boyuta sahip olan liflerdir. Bu lifler; cekme, sablon sentez, faz
ayrimi, kendiliginden tutunma ve elektroegirme gibi teknikler ile {iretilebilmektedir

(Ramakrishna et al., 2005).
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Elektroegirme teknigi, polimer ¢ozeltiler veya eriyik halde bulunan maddeler tarafindan
nanolif iiretmek igin elektrostatik kuvvetleri kullanan bir yontemdir (Bhardwaj and Kundu,
2010). Bu yontemle hem dogal hem de sentetik polimerlerle yap1 iskelesi olusturulabilmektedir.
Dogal polimerler biyouyumlu ve diger polimerlere gore daha az toksik etki gostermesi
nedeniyle daha ¢ok tercih edilmektedir. Polimerlerin elektroegirme ile uygulanmasinda ¢ézgen

sistemleri kullanilmaktadir (Schiffman and Schauer, 2008).

Toplayici

Besleme Unitesi

isng

[

Gii¢ Kaynag:

Sekil 2.1 Elektroegirme diizenegi

Standart bir laboratuvar 6lgekli elektroegirme diizenegi yiiksek voltajli bir gii¢ kaynagi,
besleme {initesi ve toplayict olmak tizere ii¢ ana bilesenden olusur (Cleeton et al., 2019).
Elektroegirme cihazinin temel ekipmanlart Sekil 2.1°de gosterilmistir. Elektroegirme, lif
capinin nano/mikro metre boyutlarinda liflerin iiretilmesi i¢in kolay ve basit bir yaklasim saglar

(Ding et al., 2019).

Elektroegirme islemi ile nanolif iiretilmesinde, bir siringaya takili ignenin ucunda asili
durmakta olan polimer ¢dzelti damlacigina elektrik alani uygulanir. igne ucuna beslenen
polimer ¢ozeltisinin akis hizi bir pompa yardimiyla kontrol edilir ya da yercekimiyle damlacik
olusmasina izin verilir. Elektrot ya polimer ¢dzeltisine batirilir ya da ignenin ucuna baglanir.
Damlaciga elektrik potansiyel uygulandiginda, damlacik birkag karsit kuvvetin etkisi altinda
kalir. Bir grup kuvvet (ylizey gerilimi ve viskoelastik kuvvetler) damlacigin yari kiiresel seklini
korumaya calisilirken, uygulanan elektrik alanindan kaynaklanan diger bir grup kuvvet,
damlaciga ‘Taylor Konisi’ olarak adlandirilan konik sekle girmeye zorlar. Sinir gerilim degeri

asildiginda, damlaciktaki elektrik kuvvetler baskin hale gelir ve Taylor konisinin ucundan dar
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ve yiiklii bir polimer jeti toplayiciya dogru fiskirir. Jet hareketi boyunca i¢indeki ters yiiklerden
kaynaklanan itici kuvvetin etkisiyle ‘kararsizlik noktasina’ erisir. Ug boyutta biikiilen, dolanan,
sarmalanan ve halkalanan bir hatta ileri geri kivrilir. Polimer jetinin siirekli gerilerek
esnemesine bagli olarak liflerde 6nemli bir incelme meydana gelir ve lifler bir toplayici ylizey

uzerinde biriktirilir.

Elde edilen nanoliflerin ¢ap1 ve morfolojisi; materyal parametreleri, islem parametreleri,
cevresel etmenler ve ekipman tasarimi olmak {izere baslica dort temel parametreye baglhidir

(Deitzel et al., 2001; Li et al., 2004; Sas et al., 2012; Tan et al., 2005; Topuz and Uyar, 2017).

2.2.1. Elektroegirme ile iiretilen nanoliflerin kullanim alanlari

Elektroegirme yontemiyle iretilen nanolifler yiiksek yiizey alani/hacim orani
saglamalar1, mikroorganizmalara veya ince pargaciklara bariyer olusturmalar1 gibi ozellikleri
nedeniyle birgok alanda tercih edilmektedir. Uretilen birgok lif; saglik, biyoteknoloji,
mithendislik, ¢evre, sensor sistemleri, savunma ve giivenlik gibi ¢esitli alanlarda basarili bir
sekilde kullanilmaktadir (Barnes et al., 2007; Ding et al., 2005, 2004; Ramakrishna et al., 2006;
Wang et al., 2002; Wu et al., 2015). Bu alanlarin igerisinde filtrasyon membranlari, lif temelli
sensorler ve doku mithendisligi iskelelerinin tiretimi dikkat ¢gekmektedir (Li et al., 2005; Pham
et al., 2006; Yoo et al., 2009). Yara iyilesme prosesini hizlandiracak ve bakteriyel enfeksiyona
engel olacak bilesenlerle zenginlestirilecek liflerin oksijen transferine imkan vermesi ve
biyoaktif molekiillerin salimima olanak tanimasi1 da ana tercih sebeplerinden olmustur.
Elektroegirme yontemi ile liretilen mikro/nano boyutlardaki liflerin kullanildig1 biyomedikal

uygulamalar Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir (Ding et al., 2019).

Cizelge 2.3 Elektroegirme ile iiretilen liflerin ¢esitli biyomedikal uygulamalari (Ding et al., 2019).

Iskelet kas1 doku miihendisligi
Kemik doku miihendisligi
Kikirdak doku miithendisligi
Doku miihendisligi iskeleleri
Deri doku miihendisligi

Kan damar1 doku miihendisligi

Noral doku miihendisligi

Tibbi tedavi igin ilag yuklii tagtyicilar
Farmasotik uygulamalar Gen tedavisi i¢in niikleik asit iletimi

Biyomedikal uygulama igin enzim tastyicilar

o ) Yara bandajlar1
Yara iyilesmesi uygulamalari .
Yapisma onleyici membran




12

Sensorler

) Takviye, Giiglendirme
Diger Uygulamalar L
Ses emilimi

Filtrasyon

2.3. Deri Doku Miihendisligi

Deri, hayati 6neme sahip bir¢ok islevi olan insan viicudunun en biiyiik organidir. Deri,
kimyasal faktorler, 6zellikle ultraviyole 151k gibi radyasyon faktorleri ve mikrobiyal enfeksiyon
gibi ¢evredeki ortamin organizma lizerindeki olumsuz etkilerine karsi bir bariyer gérevi goriir.
Diger onemli islevleri arasinda; termoregiilasyon, sicaklik, dokunma, basing ve agri hissi,
alttaki dokularda uygun nemin tutulmasi, iyonlarin, suyun ve ¢esitli biyomolekiillerin (6rnegin
lipidler ve proteinler) atilmasi, ve ayrica epidermal uzantilarin olusumu i¢in pigmentler, D
vitamini ve keratinler gibi ¢esitli biyomolekiillerin {iretimi ve depolanmasi yer alir (Bacakova

et al., 2019b).

Deri; en dista ince epidermis, altta kalin dermis ve daha en alt kisimda da deri alti
hipodermis tabakasi adi verilen {i¢ ana katmandan olusur (Brohem et al., 2011). Epidermis,
temel olarak keratinositlerden olusur ve hidrasyonun tutulmasi igin sivi kaybimi diizenlerken
dis ¢evreye kars1 bir bariyer gorevi goriir. Dermis tabakasi ise olduk¢a damarli, kalin bir bag
dokusudur. Epidermisin altinda yer alir. Esas olarak, cildin mekanik 6zelliklerine katkida
bulunan glikozaminoglikanlar, elastin ve kollajen gibi fibroblastlar ve ECM’den olusur (Supp
and Boyce, 2005). Dermal tabaka, kan damarlar ile birlikte ter bezleri, yag bezleri ve kil
folikiilleri gibi gesitli uzantilar1 igerir. Yag dokusundan olusan alt hipodermis veya deri alti
tabakasi, cildin termoregiilatér ve mekanik 6zelliklerine katkida bulunur. Hem epidermal hem
de dermal katmanlar, ana homeostazi1 saglamak i¢in parakrin sinyalleme yoluyla cesitli

molekiiler veya hiicresel seviyelerde birbirleriyle iletisim kurar (Breitkreutz et al., 2009).

Yaralanma ve/veya hastalik nedeniyle cilt biitiinliigiiniin/fonksiyonunun zarar gérmesi,
fizyolojik siireglerin 6nemli bir dengesizligini temsil eder ve bu da sonugta 6nemli sakatliklara
ve hatta Oliime yol acabilir. Akut travma, cerrahi miidahaleler, yaniklar, kronik yaralar,
enfeksiyonlar ve genetik bozukluklar, deri hasarinin yaygin nedenleri arasinda yer alir (Huang
and Fu, 2010; Rodero and Khosrotehrani, 2010; Wong and Gurtner, 2012). Deri hasarlari
yaralanma derinliklerine gore; epidermal (sadece epidermal tabakayi etkiler), yiizeysel kismi

kalinlik (dermisin bir kismu ile birlikte epidermal tabakay: etkiler), derin kismi kalinlik (hem
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epidermiste hem de dermiste hasar) ve tam kalinlikta cilt yaralari (ii¢ cilt katmaninin tamaminda
hasar) olmak iizere gesitli kategorilere ayrilabilir (Papini, 2004). Deride meydana gelen
hasarlarin birgogu dogal olarak kendiliginden iyilesebilir. Ancak genellikle 4 cm den daha
bliyiik herhangi bir kapsamli veya geri doniisli olmayan hasarlarin (derin kismi kalinlikta veya
tam kalinlikta cilt yaralar1) iyilesmesi daha uzun zaman alir, ek cerrahi islem gerektirir, ve

onarimi1 ve yenilenme i¢in ¢esitli ikamelere gereksinim gosterir (MacNeil, 2007).

Son otuz yilda, malzeme gelistirmedeki ilerleme ve deri ikame maddelerine yonelik artan
taleple birlikte, doku miihendisligi ile iiretilmis deri ikame maddeleri, deri yenilenmesi ve yara
iyilesmesi i¢in yeni bir terapdtik secenek haline gelmistir. Doku miithendisligi, tamamen islevsel
dogal derinin tekrardan {iretimi i¢in bir hiicre-matriks yapisini temel alir. Son yillarda deri doku
miihendisligi i¢in cesitli hiicreler ve biyomateryaller kullanilmistir. Doku miihendisligi ile
tiretilmis deri ikameleri, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve toksik olmayan yap1 gibi bazi
temel 6zelliklere ve uygun mekanik 6zelliklere sahip olmalidir (Metcalfe and Ferguson, 2007).
Ayrica, deri ikameleri uygun maliyetli olmali ve bir bariyer gorevi gérmelidir. Ek olarak,
minimal inflamatuar yanit ortaya ¢ikarmalidir. Ayrica, doku mithendisligi ile tiretilmis deri
ikameleri, kullanim ve uygulamada uygun olmali ve uzun bir raf dmriine sahip olmalidir

(Bhardwaj et al., 2018; Langer and Vacanti, 1993b).

Tarihsel olarak, yara bakimu ile ilgili ilk belgelerin; yaralara camur, siit ve bitki lapalar
uygulayan eski Stimerlere kadar dayandigi bilinmektedir (Abrigo et al., 2014). Deri doku
miihendisliginin gelisimi zamanla, basit epidermal tabakalardan daha karmasik iki katmanli cilt
yapilarina evrildi. Halihazirda ticari olarak piyasada bulunan ve klinik olarak temin edilebilen
doku miihendisligi {irtinii deri ikameleri, anatomik yapilarina gore; epidermal, dermal ve
dermo-epidermal deri ikameleri olarak farkli kategorilerde siniflandirilabilir (Bhardwaj et al.,
2015; MacNeil, 2007; Metcalfe and Ferguson, 2007).

2.3.1. Nanoliflerin deri doku miihendisliginde kullanim

Deri doku miihendisligi yontemleri ile aktif yara iyilesmesinin indiiksiyonu ve hasarli
dokularin yenilenmesi temel bir ihtiyagtir. Bu amagla, nanolif temelli yap1 iskeleleri en umut
verici malzemelerden biri gibi goriinmektedir. Nanolif temelli iskeleler, dogal ECM lifli

bilesenini taklit etmeleri nedeniyle doku miihendisliginde ECM analoglar1 olarak hizmet
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edebilmektedir. Bunun yani sira mikroorganizmalarin yaralara girmesine karsi koruyucu bir
bariyer gorevi gorebilir, hasarli ciltte nemi tutabilir, gaz aligverisine izin verebilir ve yaralardan
gelen eksiiday1 absorbe edebilirler. Ayni zamanda biliylime ve anjiyojenik faktorler, sitokinler,
hormonlar, vitaminler, antioksidanlar, antimikrobiyal ve antitimér ajanlar, amino asitler, yara
iyilestirici peptitler (6rnegin melanosit inhibe edici faktor) ve antimikrobiyal ajanlar gibi cesitli
biyoaktif molekiillerle de zenginlestirilebilir (Albright et al., 2018; Bacakova et al., 2019a; Li
et al., 2019; Mahmoudi et al., 2017; Unnithan et al., 2015). Bu nedenle nanolifler, sadece deri
hiicreleri i¢cin doku miihendisligi iskeleleri olarak degil, ayn1 zamanda deriye kontrollii ilag

salimi i¢in tasiyicilar olarak da hizmet edebilir (Bacakova et al., 2019b).

Deri doku miihendisligi ve yara iyilesmesi i¢in nanolifli yapi iskeleleri, ¢ok ¢esitli
sentetik ve dogal polimerlerden hazirlanabilir. Bu polimerlerin her iki grubu da insan
organizmasinda nispeten kolay bozunabilen polimerler ve bozunmayan veya yavas bozunabilen
polimerleri icerir. insan viicudunda parcalanabilen polimerlerin, deri dokusu miihendisligi icin
dogrudan yap:1 iskeleleri olarak kullanimi uygunken, biyostabil polimerlerin ise hiicreleri
(keratinositler, fibroblastlar veya kok hiicreler) ve biyoaktif molekiilleri yaralara ileten “akilli”
yara Ortiilleri olarak kullanimi tavsiye edilmektedir. Bununla birlikte, nanofibréz yap:
iskelelerindeki polimerler agirlikli olarak ¢esitli kombinasyonlarda (dogal ile sentetik,
bozunmaz ile bozunabilir) kullanilir (Bacakova et al., 2019b). Bu kombinasyonlarin
kullanilmasinin nedeni nanoliflerin kararliligini, egrilebilirligini, 1slatilabilirligini, mekanik
ozelliklerini ve biyoaktivitesini gelistirmektir. Cesitli polimerlerin, nanopartikiillerin ve diger
bilesenlerin kombinasyonu, doku miihendisligi i¢in iskelelerde veya yara ortlisii malzemesi
olarak kullanimlar ag¢isindan, tek tek bilesenlerden daha 1yi 6zelliklere sahip hibrid malzemeler

elde etmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir stratejidir (Gomes et al., 2017).

Ideal yara értiisiiniin; iyilesme siirecini hizlandirmasi, enfeksiyonu énlemesi, deri yapisini
ve islevini eski haline getirmesi beklenir. Yara ortiileri, iyilesme siirecini tetiklemesi i¢in; 1)
yara yatagindan asir1 eksiidalar emmek, ii) 1s1 yalitimi saglamak, yara yatagini mekanik travma
ve bakteriyel infiltrasyondan korumak, iii) gaz ve sivi aligverigine izin vermek, iv) travma
olmadan c¢ikarilabilir olmast ve v) toksik olmamasi ve alerjik olmamasi gibi temel

gereksinimleri karsilamalari gerekir (Abrigo et al., 2014; Lionelli and Lawrence, 2003).
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Mevcut yara ortiileri; pasif, interaktif, gelismis ve biyoaktif yara ortiileri olarak saglanan
tedaviye gore dort ana kategoriye ayrilabilir. Pasif yara ortiileri, yara yataginin mekanik travma
ve bakteri infiltrasyonundan korunmasini saglar. Interaktif yara ortiileri; dis ortamdan bakteri
veya diger mikroorganizmalarin gegisine kars1 etkili bir bariyer olarak kullanilmak amaciyla;
seffaf, su buhar1 ve oksijene karst gecirgen polimerik filmler ve/veya kopiikler ile iiretilir
(Skoérkowska-Telichowska et al., 2013; Weller and Sussman, 2006). Hidrokolloidler ve
alginatlar gibi gelismis yara oOrtiileri; yara ¢evresinde nemli bir ortam saglama veya siirdiirme
yetenegine sahiptir, bdylece iyilesme siirecini kolaylastirir (Skorkowska-Telichowska et al.,
2013). Dordiincii kategori olan Biyoaktif yara oOrtiileri; hiicresel tepkileri aktive eden veya
yonlendirerek iyilesme siirecinde aktif bir rol oynayan ilag dagitim sistemleri, deri ikameleri ve

biyolojik sargilari igerir (Abrigo et al., 2014; Boateng et al., 2008; MacNeil, 2007).
2.3.2. Yara iyilesme uygulamalari i¢in nanolif iiretimi

Yara iyilestirme uygulamalar i¢in elektroegirme ile iiretilen polimer nanolifler, genel
olarak sentetik veya dogal olarak siniflandirilabilir. Genel olarak, ilk baslarda, biyomedikal
uygulamalar i¢in tek polimer ¢ozeltilerinden elektroegirme ile iiretilen lifler kullanilmistir.
[lerleyen siiregte hem sentetik hem de dogal polimerlerden elde edilen malzemelerin avantaj ve
dezavantajlart g6z Oniine alindiginda, farkli polimer karisimlarinin  kullanimi
yayginlagsmaktadir. Polyblend (¢oklu karisim) olarak adlandirilan nanolifler, 6nceden
kanistirllmis ¢ozeltilerden veya ¢oklu polimer ¢dzeltilerinden elektroegirme yontemiyle elde
edilir. Sentetik polimerler, elde edilen liflerin kolay islenebilirligini ve iyi mekanik 6zelliklerini
saglarken, dogal polimerler, liflerin iyilesme siirecinde yer alan biyomolekiillerle aktif olarak

etkilesime girme kapasitesini artirmaktadir (Abrigo et al., 2014; Gunn and Zhang, 2010).

Yara iyilestirme uygulamalarindaki elektroegirme ile iiretilen nanofibroz iskeleler; aktif
maddeler ve bitkisel molekiiller ile fonksiyonellestirilen ¢esitli dogal, sentetik ve kompozit
polimerler kullanilarak gelistirilmistir (Balusamy et al., 2017; Manoukian et al., 2016; Mohiti-
Asli and Loboa, 2016; Norouzi et al., 2015). Dogal ve sentetik polimer gruplarinin her ikisi de
organizmada nispeten kolayca pargalanabilen polimerler ve parcalanamayan veya yavas yavas
pargalanabilen polimerler igerir. Polilaktitler (Bacakova et al., 2017; Hoveizi et al., 2014) ve
poliglikolitlerle olusturulan kopolimerleri (Peh et al., 2015) ya da polikaprolakton (Albright et
al., 2018; Buzgo et al., 2019) ve polilaktitlerle olusturulan kopolimerleri (Mikes et al., 2021)
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yaygin olarak kullanilan bozunabilir sentetik polimerlere 6rnek olarak verilebilir. Biyo-kararli
sentetik polimerlerlere, politiretan (Unnithan et al., 2015), polidimetilsiloksan (Drupitha et al.,
2019), polietilen tereftalat (Arslan et al., 2014) veya polietersiilfon (Babaeijandaghi et al., 2010)
ornek olarak verilebilir. Biyobozunur sentetik veya sentetik olmayan polimerler kullanilarak
elektroegirme ile dretilen nanolifler, deri doku miihendisligi agisindan umut verici
malzemelerdir. Doku miihendisligi icin yara iyilesmesinde kullanilan gesitli sentetik ve

biyopolimerler Cizelge 2.4’de listelenmistir (Barhoum et al., 2019).

Cizelge 2.4 Yara iyilesme uygulamalarinda gestili polimerlerden elektroegirme ile iiretilen nanoliflerin kullanim
(Barhoum et al., 2019).

Polimer Nanoliflerin yapisinda in vitro ¢alismalar In vivo Kaynak
bulunan biyomolekiiller ¢aligmalar
PLA, PCL, Keratinosit bityiime Keratinositler - (Kobsa et al., 2013)
PLA/PCL faktori
PCL/PEG Epidermal bityiime faktorii Insan keratinositleri Fare (Choi et al., 2008)
PCL/Seliiloz Kitosan, islevsellestirilmis Insan dermal fibroblast: Sigan (Huang et al., 2015)
kolajen
Kolajen - Insan oral keratinositleri, Sigan (Rho et al., 2006)

Insan epidermal keratinositleri

Ipek fibroin - Insan oral keratinositleri, - (Min et al., 2004)
Insan epidermal keratinositleri,

Insan diseti fibroblast1

Kitosan/PVA - - Fare (Kang et al., 2010)

Poli dopamin RGD peptidi, Fibroblast - Tavsan (Cheng et al., 2016)
kapli PLGA biiytime faktorii

Jelatin/PVA Centella asiatica ekstresi 1929 fare fibroblast hiicreleri Sigan (Yaoetal., 2017)
Poliiiretan - - Ginepig (Khil et al., 2003)

Elektroegirme teknigi kullanilarak yara iyilestirme uygulamalarinda kullanilmak iizere
nanoliflerin iiretilmesi; polimer se¢imi (dogal sentetik veya her iki polimerin birlikte
kullanimi), istenilen 6zellikteki biyoaktif bilesen se¢imi (antioksidan, antimikrobiyal, vb.) ve
kullanilacak elektroegirme tekniginin se¢imi (koaksiyel elektroegirme, birlikte elektroegirme,

vb.) olmak lizere li¢ ana agamadan meydana gelmektedir (Sekil 2.2) (Sousa Coelho et al., 2018).
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Sekil 2.2 Elektroegirme teknigi ile yara iyilesme uygulamalari igin nanolif tiretimi (Sousa Coelho et al., 2018).
2.4. Poli(s-kaprolakton) (PCL)

Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan, poli a-hidroksi polyester ailesinden yari
kristal alifatik bir polyester olan Poli(e-kaprolakton) (PCL); biyouyumlulugu, yavas
biyobozunabilirligi, diisiik maliyeti, toksik olmamasi ve iy1 mekanik 6zellikleri nedeniyle
biyomedikal uygulamalarda siklikla kullanilmaktadir (Sekil 2.3) (Barhoum et al., 2019). Ester
baginin hidrolitik boliinmesine kars1 duyarlili§i nedeniyle bozunabilir polimerler arasinda yer
alir. Bu 6zelligin yani sira; iyi bir uyumluluk goéstermesi ve kolay islenebilir olmas1 (60°C'de
erime noktasi) nedeniyle PCL doku miihendisligi calismalarinda oldukga ilgi cekmesine karsin,
hidrofobik karakteri bazi uygulamalarda kullanimini ciddi sekilde sinirlayabilmektedir (Ghosal
et al., 2017; Ranjbar-mohammadi and Bahrami, 2015). Buna ragmen elektroegirme ile PCL
iceren nanoliflerin iiretimi her gegen giin artis gdstermektedir. Soyle ki; Mochane ve arkadaslari
(2019) tarafindan yapilan ¢alismaya gore 2003 y1l1 i¢erisinde elektroegirme ile ilgili yayinlanan
10 bilimsel ¢alisma varken bu say1 2018 yil1 igerisinde 3000°e ¢ikmis ve bu ¢alismalarin da 243
tanesinde PCL kullanilmistir (Mochane et al., 2019).
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PCL

Sekil 2.3 Poli(e-kaprolakton) (PCL)

Poli(laktid) (PLA), poli(glikolid) ve poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) gibi diger polyester
ailesi tyeleriyle karsilastirildiginda daha yavas bozunma kinetigi nedeniyle biyomateryal
iskelesi olarak daha az siklikla kullanilmasina ragmen, uzun siireli ila¢ tasima sistemleri olarak
kullanima daha yatkindir (Li et al., 2003). Bununla birlikte, mekanik 6zellikleri ve bozunma
profili dahil olmak {lizere sahip oldugu ozellikler sayesinde PCL, diger polyesterlerle
karistirilarak veya kopolimerize edilerek deri, kemik, kikirdak doku miihendisligi

caligmalarinda iskele materyali olarak kullanilmaktadir (Li et al., 2003).

Diger sentetik polimerler gibi, PCL de fonksiyonel yiizey gruplari agisindan yoksundur
ve yiizey 1slanabilirligi de diistiktiir. Giinlimiizde, hem dogal hem de sentetik polimerlerin
birlikte kullanimiyla bu ve benzeri kisitlamalarin online ge¢mek miimkiindiir. Kollajen,
fibronektin, ve kitosan gibi dogal polimerlerden elektroegirme ile elde edilen nanolifler tek
basina kullanildiginda, ECM’1 iyi derecede mimite edebilmesinin yani sira hiicre tutunmasini
artiran biyouyumlu yiizey karakteristikleri de sergileyebilir, fakat mekanik olarak zayiftirlar.
Dogal ve sentetik polimerlerin birlikte kullanildigr hibrid yaklagim sayesinde hem mekanik
olarak daha dayanikli hem de hiicre tutunmasina olanak taniyan materyallerin iiretimi
mimkiindiir (Ghosal et al., 2017). Bu sayede elektroegirme ile iiretilen PCL igeren
nanoliflerinin, 1slanabilirliginin artmasinin yani sira, oksijen ve besin transferi de kolaylasarak
hiicre infiltrasyonu ve hiicre baglanmasi i¢in uygun yiizeyler gelistirilebilir (Barhoum et al.,
2019).

Biyomedikal uygulamalarda kullanilan PCL nanoliflerinin, lif ¢caplarinin dogal hiicre dis1
morfolojiyi taklit etmesi ve bdylece optimal hiicre biiylimesini desteklemesi i¢in boncuksuz
yapida olmasi gerekir. Bu ama¢ dogrultusunda boncuksuz PCL nanoliflerinin iiretimi i¢in
kloroform, diklorometan, dimetilformamid (DMF) ve metanol gibi farkli ¢6ziiciiler veya bu
¢oziiciilerin bir kombinasyonu kullanilabilir (Lee et al., 2003; Mochane et al., 2019; Moghe et

al., 2009; Prabhakaran et al., 2008). Elektroegirme ile iiretilen PCL nanoliflerinin morfolojisi;
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¢Oziiclinlin tipi, elektroegirme parametreleri, ¢oziicliiniin konsantrasyonu, polimerin
konsantrasyonu, kullanilan farkli ¢oziicii oranlari gibi bir ¢cok parametreye bagli olarak

degisiklik gosterebilir.

PCL, diistik biyolojik bozunma hizi, ¢ok sayida malzemeye karsi biyouyumlu olmasi,
termal kararlilig1 ve kolayca modifiye edilebilmesi gibi son derece olaganiistii 6zelliklere sahip
bir sentetik termoplastiktir. Tiim bu 6zellikleri sayesinde PCL; doku miihendisligi, yara ortiileri
ve ilag tagima sistemleri gibi biyomedikal uygulamalar i¢in miikemmel bir biyomateryal olarak
tamimlanmaktadir (Hivechi et al., 2019; Houshyar et al., 2019; Li et al., 2018; Mochane et al.,
2019). Bu nedenlerden kaynakli olarak projenin her iki boliimiinde de (doku iskelesi
gelistirilmesi ve yara oOrtiisii gelistirilmesi) elektroegirme ile nanolif {iretiminde kullanilan

polimerlerden biri olarak tercih edilmistir.

2.5. Polisakkaritlerin Nanolif Uretiminde Kullanim

Polisakkaritlerin giicli hidrojen bagi olusturma egiliminden kaynakli olarak yiiksek
¢ozelti viskozitesine veya jel olusumuna yol agmasi smirlandirict bir etken olsa da
elektroegirme ile nanolif iiretimi literatiirlerde yer almaktadir (Kriegel et al., 2008). Kullanilan
polisakkaritin kompozisyonu ve ¢oOzeltinin derigimi, elektroegirme ile nanolif liretiminde
oldukga &nemli bir yer tutmaktadir. Ornegin, kitosandan elektroegirme ile nanolif iiretimi sulu
asit ¢ozeltisindeki polikatyonik karakterinin yiizey gerilimini arttirmasindan kaynakli olarak
zordur (Min et al., 2004). Bununla birlikte, trifloroasetik asit (TFA), TFA / diklorometan,
hekzafloroizopropanol (HFIP), konsantre asetik asit, vb. g¢esitli ¢oziiciiler kullanilarak
elektroegirme teknolojisi ile basarili bir sekilde farkli caplardaki kitosan nanolifleri elde
edilebilmektedir (Haider et al., 2013; Horzum et al., 2010; Ignatova et al., 2013). Benzer sekilde
seliiloz i¢in de, diisiik ¢oziiniirliigl ve giiclii molekiiller aras1 ve molekiil i¢i hidrojen baglar
nedeniyle elektroegirme ile nanolif tiretimi sinirli olmasina karsin; NaOH/iire (Qi et al., 2010),
iyonik sivilar (Meli et al., 2010; Viswanathan et al., 2006), TFA/metilen kloriir vb. (Jahanbaani
et al., 2016) ¢oziicli sistemleri sayesinde seliiloz nanolifleri iretilebilmektedir. Bu nedenle

uygun ¢oziicii sisteminin se¢imi elektroegirme ile nanolif tiretiminde oldukca dnemlidir.

Polisakkaritler farkli polimerler (PEO, PVA, PVP, PLA vb.) veya biyopolimerlerle (zein,
jelatin, ipek fibroini vb.) kombine edilerek de eclektroegirme teknigi ile nanolif iiretimi

gergeklestirilebilmektedir. Kullanilan bu polimerlerin yapilarindaki elektroegirmeye uygun diiz
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zincirler sayesinde nanolif iiretimi miimkiin olabilmektedir (Fathi et al., 2014). Ornegin
kitosan/PEO polimer ¢ozeltisi kullanilarak 60-120 nm capinda diizgiin nanoliflerin eldesi
miimkiindiir (Pakravan et al., 2011). 40-70 °C’de orta sicaklik degerlerinde hazirlanan yiiksek
kitosan icerigine sahip kitosan/PEO polimer ¢6zeltisi ¢ozgen buharlasma hizini arttirmasi ve
polimer zincirlerinin birbirine dolanmasini arttirdig1 i¢in daha diizglin sekilde nanoliflerin
tiretimine olanak saglar. Nanolif olusumu kullanilan polimer ve polisakkaritin zincir
uzunluklari, konsantrasyonlar1 ve karisim oranlarina bagli olarak farklilik gostermektedir
(Korehei and Kadla, 2014). Farkli polisakkaritler ve polimerler kullanilarak elde edilen
nanolifler ve kullanim alanlar ile ilgili literatiire gegen bazi g¢alismalar Cizelge 2.5°de

verilmektedir (Wen et al., 2017).

Cizelge 2.5 Farkli polisakkaritler ve polimerler kullanilarak elde edilen nanolifler ve kullanim alanlar1 (Wen et al.,

2017).
Polisakkarit Kullamilan Cozgen Uygulama Kaynak
Polimer
Seliiloz ve | Jelatin Asetik asit Gastrointestinal kanalda (Kiatyongchai et al.,
tiirevleri kontrollii salma 6zelligine 2014; Sakuldao et
sahip cekirdek-kabuk al., 2011)
(core-shell) lifleri
PEO Kloroform ve metanol | Gida ambalajlari veya yara | (Korehei and Kadla,
ortii malzemeleri 2014)
PCL N,N-dimetilformamid Biyofiltreler ve strip (Ahmed et al., 2015)
(DMF), kloroform ve | biyosensor
aseton
PVP Aseton, etanol ve | Doku Miihendisligi i¢in (Castillo-Ortega et
distile su iskele al., 2015)
zein Aseton ve DMF Gelismis termal stabilite ve | (Ali et al., 2014)
hidrofilik 6zellik
Ipek fibroin TFA atiksudan agir metal iyon (Zhou et al., 2011)
adsorpsiyonu
Polisakkarit Kullamilan Cozgen Uygulama Kaynak
Polimer
Pektin PEO Distile su Biyomedikal uygulamalar, (Cui etal., 2016)
elektrokimyasal cihazlar ve
ilag tagima sistemleri
Kitosan ve PVA Asetik asit ve distile su | Gelismis mekanik (Lin et al., 2013)
ozellikler ve biyouyumlu
deri dokusu iskelesi
Aljinat ve PEO NaOH ¢ozeltisi Fonksiyonel gida (Alborzi et al., 2014,
uygulamalari igin 2013)
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arttirilmis folik asit

enkapsiilasyonu
Nisasta PEO ve PVA Distile su Kontrol ilag salim sistemi (Tang et al., 2016)
Poliakrilamid Formik asit Enzim immobilizasyonu (Taghavian et al.,
2015)
Ipek fibroin Formik asit Hiicre canliligi, cogalmasi (Hadisi et al., 2015)
ve tutunmast i¢in kemik
rejenerasyon malzemeleri
Poli(etilen-alt- Distile su ve DMSO Termal kararliligi (Oktay et al., 2013)
maleik anhidrit) arttirllmig g6zenekli yapi
PVA Distile su elektrokimyasal kapasitor (Kim et al., 2012)
elektrot
Kitosan PVA Asetik asit ve distile su | Gelismis mekanik ve (Koosha and
antimikrobiyal ozelliklere Mirzadeh, 2015)
sahip yara ortiileri
PEO Asetik asit ve distile su | Arttirilmig hiicre ¢ogalma (Cheng et al., 2015)
biyomembranlari; yara ortit
malzemesi
PVA ve PVP Asetik asit ve distile su | Yara ortii malzemesi (Gokmese et al.,
2013)
PLA TFA, kloroform/etanol | Doku miihendisligi; ilag (Jiang et al., 2016;
ve su tagima; enzim aktivitesinin | Siqueira et al.,
iyilestirilmesi igin 2015)
potansiyel uygulamalar
PCL ve PEO Diklorometan (DCM) | Yara ortiisii uygulamalari (Zarghami et al.,
ve metanol i¢in biyokompozit. 2015)
PVA  ve ipek | Distilesu Yara Ortiisii uygulamalari (Zhou et al., 2013)
fibroin i¢in biyouyumlu
materyaller
PVA ve aljinat Asetik asit ve distile su | Daha iyi biyouyumluluk ve | (Huand Yu, 2013)
kontrolli bozunma orani
ile lif tiretimi
PVA ve jelatin Asetik asit ve distile su | Kontrolli ¢ift ilag tagima (Fathollahipour et
sistemi al., 2015)
Jelatin TFA ve DCM Yiiksek hiicre tutunma ve (Pezeshki-Modaress
¢ogalmasina uygun deri et al., 2015)
doku miihendisligi iskelesi
zein Etanol ve TFA Fonksiyonel kontrollii (Torres-Giner et al.,
tagima sistemi 2009a)
Polisakkarit Kullanilan Cozgen Uygulama Kaynak
Polimer
Heparin PCL DCM ve metanol Vaskiiler yaralanma (Torres-Giner et al.,
bolgesine kontrollii tasima | 2009b)
cihazi
PLLA DCM ve metanol Insan mezenkimal kék (Spadaccio et al.,

hiicreleri igin farklilagtiric

bir arag olarak iskele

2010)
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Hiyaliironik

asit

PEO

Asetik asit ve distile su

Doku rejenerasyonunda
uygulamalar i¢in iyi termal
stabiliteye sahip ¢ekirdek-
kabuk (core-shell) lifi

(Chen et al., 2016)

PCL

Kloroform ve folik asit

Deri dokusu miihendisligi
iskeleleri gorevi
gorebilecek biiylime
faktorlerinin salinimimin
kontrolii ve yiiksek

enkapsiilasyon etkinligi

(Wang et al., 2016)

PVP

Etanol ve distile su

Tlag saliminin kontroliine
yonelik lipozom
stabilizasyonu ve korumast
icin ¢ekirdek-zarf (core-
sheath) lifleri

(Z. Lietal., 2014)

Jelatin

NaOH, DMF ve asetik
asit

Biyomedikal materyaller

(Lai et al., 2014)

Ipek fibroin

Etanol, formik asit ve

distile su

Ilag salim uygulamast igin
miikemmel antibakteriyel
ve antifungal aktiviteye

sahip koaksiyel nanolifler

(Dogan et al., 2016)

Kondroitin
siilfat

PVA

Distile su

Yumusak doku
rejenerasyonu igin
nontoksik ve biyouyumlu

malzemeler

(Guo et al., 2016)

Kollajen ve

glikozaminoglikan

2,2,2-trifloroetanol
(TFE) ve distile su

Gelismis hiicre
¢ogalmasina sahip

biyomateryaller

(Zhong et al., 2005)

Dekstran

PCL ve seliiloz
asetat

DMF, tetrahidrofuran
(THF) ve aseton

Yara ortiisii uygulamalart
i¢in iyi hiicre tutunma ve
antibakteriyel 6zelligi olan

kompozit matlar

(Liao et al., 2015)

Pullulan

PVA

Distile su

Gelismis mekanik ve
termal 6zelliklere sahip
lifler; biyoaktif bilegiklerin
teslimi i¢in fonksiyonel

malzemeler

(Islam et al., 2014)

Seliiloz asetat

DMF ve DMSO

Deri ve kemik doku
miihendisligi uygulamalari

i¢in hiicre tastyict

(Atila et al., 2015)

Polisakkarit

Kullanilan

Polimer

Cozgen

Uygulama

Kaynak

Pullulan

Amarant protein

Formik asit

Fonksiyonel gida veya
aktif paketleme i¢in
biyoaktif malzemelerin

enkapsiilasyonu

(Aceituno-Medina
et al., 2015a, 2015b;
Blanco-Padilla et
al., 2015; Soto et al.,
2016)
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Konsantre  peynir | Fosfat tamponlu tuz | Fonksiyonel gida (Lopez-Rubio et al.,
alt1 suyu proteini ¢ozeltisi (PBS) uygulamalari i¢in 2012)
Bifidobacterium suslarmin
enkapsiilasyonu
Aljinatlar PVA Distile su Antibakteriyel yara Ortiisii (Fu et al., 2014)

ve doku mithendisligi

uygulamalari

Kitosan Gliserol, asetik asit ve | Doku antiadezyon bariyeri | (Chang et al., 2012)
distile su

2.5.1 K-Karragenan

Dogal bir polisakkarit olan Karragenan, Avrupa, Asya ve Amerika’da farkli deniz
yosunlari tarafindan (Chrondrus crispus, Gigartina stellata, Euchema spinosum, E. cottonii)
tiretilir. Polisakkaritlerin kompleks bir karisimidir. E407 koduyla bilinen Karregenan biraz
farkli bir bilesime sahiptir; 6nemli miktarda seliiloz igermektedir. Kivam arttiric1 ve emiilgator
bir fonksiyonel 6zellige sahiptir. Karragenan, galaktan ile galaktozun birbirini takip eden, a(1
-3) ve B(1-4) baglar1 yapmasiyla olusan lineer bir polisakkarittir. Kirmizi deniz yosunun
tarim1 ve islenmesiyle elde edilen dogal hidrokolloid karragenanin; kappa, iota ve lambda
olmak tizere ii¢ farkli ¢esidi bulunmaktadir (Sekil 2.4). Kappa karragenan; sert ve dayanikl jel
formu, iota karragenan elastik ve su tutucu jel yapi, lambda karragenan ise jel ozelligi
gostermeyen c¢ok 1y1 viskozite istenen durumlarda kullanilmaktadir. Gida sanayinde ¢ok yaygin
olarak kivam arttirict olarak kullanilmaktadirlar. Ayrica hava temizleyicilerde, kozmetik,

eczacilik ve tekstil sanayinde de yaygin olarak kullanilmaktadirlar (Evageliou et al., 2019).

0SO3 OH

Sekil 2.4 Kappa karragenan

Karragenanlar, biyouyumluluk, biyobozunurluk, yiiksek jellesme kapasitesi, diisiik
maliyet, protein ve enzimlerle kovalent baglanabilmesi gibi 06zellikleri sayesinde bircok

biyoteknolojik uygulamada biiyiik ilgi gérmektedir (Elnashar and Yassin, 2009; L. Li et al.,
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2014; Nogueira et al., 2016; Nourmohammadi et al., 2017; Santo et al., 2009). Ayrica
biyomolekiiliin kovalent immobilizasyonuna olanak taniyacak serbest fonksiyonel grubu
(hidroksil grubu) yapisinda barindirmaktadir. Cizelge 2.5°de verilen karbohidratlar disinda
karragenan da dogal polimerler siifinda yer alan ve nanolif iiretimi i¢in yiiksek potansiyele
sahip 6nemli bir makromolekiildiir. Daha 6nce Popa ve ark. tarafindan yas egirme yontemi
kullanilarak aljinat/karragenan nanolifleri hazirlanmistir. Nanoliflerin suda ¢6ziinmesini
engellemek i¢in uygulanan kalsiyum kloriir ile muamelesi ek bir islem basamagi getirmektedir
(Popaetal., 2011). Ayrica gergeklestirilen caligmada nanoliflerin hidrofilik karakterizasyonlari
hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanmamustir.

Tim bu oOzellikleri ve tasidigi yiiksek potansiyel nedeniyle projenin doku iskelesi

gelistirilmesine yonelik ilk kisminda PCL ile birlikte K-karragenan kullanilmistir.
2.5.2. Seliiloz asetat (CA)

Seliiloz asetat (CA), seliiloz polimerinin asetilasyonu ile elde edilen bir seliiloz esteridir.
Diisiik maliyetli bir seliiloz tiirevi olan CA, 1yi kimyasal ve mekanik 6zellikler, termal kararlilik,
biyobozunabilirlik, biyouyumluluk, suda diisiik ¢6ziiniirliik gibi bir¢ok 6zellige sahip en bol
bulunan ve yaygin olarak kullanilan yenilenebilen bir polimer kaynagidir (Sekil 2.5) (Angel et
al., 2020; Lee et al., 2018; Yezer and Demirkol, 2020). Bu 6zellikler sayesinde; biyosensor,
kemosensor, doku iskelesi, antimikrobiyal ajan, nanokompozitlerle gii¢lendirilmis ambalaj

filmleri ve membranlar gibi ¢esitli uygulamalarda tercih edilebilmektedir (Lee et al., 2018).
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Sekil 2.5 Seliiloz asetat

Elektroegirme teknigi ile iiretilen nanolifler biyoaktif bilesenlerin salinimina olanak
taniyabilen, yiiksek yiizey alani-hacim ve en-boy oranlarina sahiptir (Nootem et al., 2018). CA;

farkli ¢6zgen sistemleri kullanilarak iyi bir elektroegirilebilme ve lif olusturma yetenegine sahip
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olmasi, biyolojik olarak pargalanabilme ve toksik etki gostermeyen Ozellikleri nedeniyle
elektroegirme teknigi ile nanolif elde edilmesinde yaygin kullanilan polimerler arasinda yer alir

(Angel et al., 2020; Nootem et al., 2018).

CA nanolifleri yiiksek ylizey alani-kiitle orani, yiiksek gozeneklilik ve gézenekler arasi
baglantilar, makul seviyelerde gosterdigi esneklik, gerilme direnci gibi 6zellikleri nedeniyle
hem bilimsel hem de teknolojik ¢alismalarda olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Bu o6zellikleri
sayesinde filtrasyon, biyomedikal uygulamalar, ila¢ tasima, doku iskelesi, kompozit materyaller
gibi birgok cesitli alanda kullanilmaktadir (Angel et al., 2020; Lee et al., 2018). Ozellikle doku
iskelesi olarak sudaki diisiik ¢oziiniirliigii nedeniyle ideal bir materyaldir (Angel et al., 2020;
Han and Gouma, 2006). Ayrica CA nanolifleri gok hidrofobik ve hidrofilik olmadigi i¢in; suyun
liflere niifuz etmesine ve liflerledeki hidrofobik biyoaktif bilesenlerin insan derisine veya
organizmaya gecebilmesine olanak tanimaktadir (Nootem et al., 2018). E vitamini, A vitamini,
gallik asit gibi birgok bilesigin CA nanoliflerinden salinimryla ilgili birgok ¢alisma olmasinin
yani sira, nanoliflerin salim profillerinin polimer filmlere nazaran daha yiliksek oldugu
gosterilmistir (Nootem et al., 2018; Phiriyawirut and Phaechamud, 2012; Taepaiboon et al.,
2007).

Biyosferde en bol bulunan maddelerden biri olan karbohidratlar, polimer malzemelerle
ilgili calismalarda olduk¢a sik tercih edilmektedir. Farkli dogal kaynaklardan izole
edilebilmeleri ve kolay bulunabilirlikleri nedeniyle maliyet verimlilikleri acgisindan avantaj
saglar. Karbonhidrat polimerlerinin islenmesi zor olsa da elektroegirme teknigi, nano boyutlu
formlarda karbonhidrat polimerleri iiretmek igin umut verici bir tekniktir (Yezer and Demirkol,
2020) . Projenin, doku miihendisliginde yara oOrtiisii gelistirilmesine yonelik ikinci kisminda

elektroegirme ile nanoliflerin iiretiminde PCL ile birlikte CA kullanilmastir.

2.6. Nigella sativa

Elektroegirme yontemi, yara iyilesmesi ve kanser gibi gesitli hastaliklarin tedavisinde,
cesitli polimerlere baz1 dogal ve sentetik ilaglarin yiiklenmesi ve bu sekilde nanolif tiretimi
olduk¢a yaygin kullamlan bir yaklasimdir. Ozellikle yara iyilesme proseslerinde klasik yara
orttilerinden farkli olarak; hasarli dokunun {izerini 6rtmenin yan sira yiiksek gozenekli yapisi
sayesinde daha etkin oksijen transferine olanak tanimasi ve biyoaktif molekiillerin salimina

imkan vermesi de ana tercih sebeplerinden olmustur (Sundaramurthi et al., 2014).
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Corek otu olarak da bilinen Nigella sativa, Ranunculaceae familyasina ait bir yillik otsu
bir bitkidir. Akdeniz bdlgesine 6zgiin bir bitki olan ¢orek otu; 20-30 cm boyunda, beyaz, sari,
pembe, acik mavi veya kirmizi ¢igeklere sahiptir. Olgun tohumlar1 yemeklik (6zellikle baharat)

ve medikal uygulamalar i¢in tiikketilmektedir (Atta, 2003; Bourgou et al., 2008)

Corek otu tohumu ve tohum yagi yiizyillardan beri ¢esitli hastaliklarin tedavisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ozellikle Ortadogu, Kuzey Afrika, Uzak Dogu ve Asya'da geleneksel
tipta ¢esitli hastaliklarin tedavisinde 2000 yili askin bir siiredir kullanildigi bilinmektedir.
Yiiksek antioksidan icerigi nedeniyle, geleneksel tipta, profesyonel tip ve gida endiistrisinde
¢orek otuna biiylik 6nem verilmektedir (Teilaghi et al., 2020) Corek otu tohumu yagi (COY);
analjezik, anti-inflamatuvar, antioksidan, antikanser, antimikrobiyal, antihipertensif, immiin
sistem uyarici, yara iyilestirici gibi bir¢ok 6zellige sahiptir (Apaydin and Gedikli, 2019; Guler
et al., 2014; Kalhori et al., 2019; Ng et al., 2011). Biyolojik aktiviteleri ve terapotik potansiyeli
nedeniyle yogun bir sekilde lizerinde ¢alisilan ¢orek otunun oldukga genis spektrumda etkilere
sahip oldugu ve bu 6zelliklerinin ¢ok biiyiik bir kisminin, ¢érek otunun ugucu yaglarinin major
aktif kimyasal bileseni olan Timokinondan (TQ) (2-izopropil-5-metil-1,4-benzokinon;
C10H120>), kaynaklandigi bilinmektedir (Ahmad et al., 2013; Ali and Blunden, 2003).

Projenin doku iskelesi gelistirilmesine yonelik ilk kisminda PCL-Kar nanoliflerin

zenginlestirilmesinde Nigella sativa tohumu yagi kullanilmasina karar verilmistir.

2.7. Mandelik Asit

Alfa hidroksi asitler (AHA'lar), kozmetik ve dermatolojide siklikla kullanilan bir
kimyasal bilesik smifidir. Ayni karbon iizerinde bir hidroksil ve bir karboksilik grubu yer
almaktadir. Meyveler gibi birgok bitkisel kaynakta asit bilesenleri olarak dogal olarak
olusabilmelerinin yani sira sentetik olarak da {iretilebilirler. AHA igeren iirlinler cildin
nemlendirerek kirisikliklarin azaltilmasindan derinin kimyasal soyulmasina genis bir yelpazede
tercih edilmektedir. AHA uygulamasina bagli olarak derinin hidrasyonu ve turgorun artmasiyla
su tutma kapasitesinin artmasi epidermal etkilerine 6rnek olarak verilebilir. Ayrica AHA’lar
derinin soyulmasini, plastiklesmeyi indiiklemesinin yani sira; hiicreler arasi iyonik baga
miidahale ederek epidermal farklilasmanin normallestirirerek korneosit kohezyonunu azaltir ve
boylece keratolizi indiikler. Kullanimlar1 sayesinde, doza bagli olarak in vitro kosullarda hiicre

proliferasyonunda ve kollajen iiretiminde artis gosterdigi de bilinmektedir. Bunlarin yani sira
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glikozaminoglikan sentezini, dermal kalinlifi ve fibroblast proliferasyonunu arttirdigi da

literatiirde gosterilmistir (Babilas et al., 2012).

Mandelik asit (MA) dermatoloji, eczacilik, kozmetik ve estetik tipta kullanilan en popiiler
alfa-hidroksi asitlerden biridir. Oral kullanimlarda idrarla dogrudan atilabilen toksik olmayan
bir maddedir. Ozellikle idrar yolu enfeksiyonlariin tedavisinde antibakteriyel olarak uzun
stiredir kullanilmaktadir. (Motamedifar et al., 2014). Almanca’da badem anlamina gelen
“mandel” kelimesinden ismini alan MA ac1 badem ekstraktinin hidrolizinden elde edilir.
Kimyasal olarak mandelik asit, diger 1yi bilinen antibiyotiklerinkine benzer bir yapiya sahiptir
(Sekil 2.6). Yiiksek bir erime noktasina (119°C) sahip olan MA,; etanol ve izopropil alkolde
kolaylikla ¢oziiniirken, suda ve yaglarda kismen ¢oziinmektedir. MA’nin farmakolojik
etkilerini de belirleyen optik olarak iki enantiyomeri bulunmaktadir. Ayn1 zamanda keratolitik
ve bakterisidal ozelliklere sahiptir ve yag bezlerini diizenleyerek akne tedavilerinde de tercih

edilebilir (Dayal et al., 2020)

HO
OH

Sekil 2.6 Mandelik asit

Zayif asitler, giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahiptir, hiicre zarindan gectikten sonra
zay1f asit formu disSosiye olarak sitoplazmanin asitlesmesine yol agan bir proton salgilar ve
bdylece bakteri iiremesini engeller. (Dayal et al., 2020) Ayrica MA, kolajen sentezini uyarir ve
hiicresel yenilenmeyi de tesvik eder. Mandelik asit molekiilii deriden ¢ok yavas emilir, bu da
daha az tahris edici oldugu anlamina gelmektedir. Potansiyel kozmesotik aktivitesi, 1yi bilinen
antibakteriyel ve antiinflamatuar 6zelliklere sahip bir AHA olan MA arastirmalar agisindan
oldukga ilgi ¢ekici bir ajandir (Dayal et al., 2020).

Tasid1g1 tim bu potansiyel ve ilgi ¢ekici 6zellikleri nedeniyle; yara ortiisii gelistirilmesine
yonelik gergeklestirilen projenin 2. kisminda PCL-CA nanoliflerinin biyoaktif bilesenle

zenginlestirilmesi basamaginda MA kullanilmustir.



28

3. GEREC VE YONTEM

“Doku Miihendisliginde Kullanima Uygun Nanoliflerin Elektroegirme ile Uretimi ve
Karakterizasyonu” baslikl1 proje; PCL-Kar-COY nanoliflerinden doku iskelesi gelistirilmesi ve
PCL-CA-MA nanoliflerinden yara Ortiisii gelistirilmesi olmak {izere iki ayr1 baslik altinda
gerceklestirildi. Bu nedenle projenin 3.Gereg ve Yontem ve 4. Bulgular ana basliklar yukarida

belirtilen iki alt baslik altinda verilmistir.

3.1. Materyal

PCL-Kar-COY nanoliflerinden doku iskelesi gelistirilmesine yonelik gerceklestirilen
calismalada; Poli-E-kaprolakton (PCL), Rhodamine B Aldrich; kappa-karragenan (Kar), aseton
Merck; formik asit Isolab; DMEM ve FBS Gibco; Na-Piriivat, Penisilin-Streptomisin, Tripsin-
EDTA Sigma; DAPI Sigma-Aldrich; Alexa Fluor™ 488 Phalloidin Invitrogen; Culture-Insert
2 Well ibidi; ITO Teknoma firmalarindan, Nigella sativa (¢orek otu) yagi (COY) yerel

eczaneden temin edilmistir.

PCL-CA-MA nanoliflerinden yara ortiisti gelistirilmesine yonelik ¢aligsmalarda Poli-€-
kaprolakton (PCL) Aldrich; seliiloz asetat (CA), aseton (Ac), dimetilformamid (DMF) Merck;
formik asit (FA) Isolab; DMEM ve FBS Gibco; Na-Piriivat, Penisilin-Streptomisin, Tripsin-
EDTA Sigma; Mandelik asit (MA) Sigma-Aldrich; Culture-Insert 2 Well ibidi; ITO Teknoma

firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Kullanilan Cihazlar

Elektroegirme teknigi ile nanoliflerin eldesinde NanoWeb Electrospin 103 (MaviTech,
Tiirkiye) cihazi ile Siringa pompasi (New Era Pump) kullanildi. karakterizasyonda ilk basamak
olarak nanoliflerin 151k mikroskobu (Zeiss Primo Star) goriintiileri ile morfolojileri
gozlemlendi. Nanoliflerin temas acist Olglimleri Attension Theta Goniometer ile
gerceklestirildi. Uretilen nanoliflerin ortalama caplari ve lif ¢apt dagilim histogramlart SEM
goriintiileri kullanilarak ImagelJ ve OriginPro programlart yardimiyla elde edildi. Hiicre kiiltiirii
calismalarinda canlilik tayinlerinde ise UV-VIS spektrofotometre (Varioskan Multiplate

reader, Thermo) ve floresan mikroskop (Olympus BX53) kullanildi.
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3.3. PCL-Kar-COY Nanoliflerinden Doku iskelesi Gelistirilmesi

3.3.1. PCL-Kar nanoliflerin iiretilmesi ve elektroegirme parametrelerinin optimizasyonu

%10 Polikaprolakton (w:v) ¢ozeltisi hazirlanirken ilk basamakta gerekli miktarda PCL
tartilarak formik asit igerisinde 45 °C sicaklikta manyetik karistiricida ¢ézlinmesinin ardindan

formik asit/aseton (3:7, v:v) olacak sekilde aseton ilave edilerek gece boyu karismaya birakildi.

%0,5 Kappa-Karragenan (w:v) hazirlanirken gerekli miktarda Kar tartilarak 3:7 (v:v)
oraninda karistirilmis olan formik asit/aseton ¢dzgen sistemi igerisinde 45 °C sicaklikta

manyetik karistiricida gece boyu karigmaya birakildi.

%0,5 Kar (formik asit/aseton, 3:7, v:Vv) ¢ozeltisi 3 saat ultrasonik banyoya birakildi.
Ardindan PCL-Kar farkli oranlarda (9:1, 8:2, 7:3 ve 5:5, v:V) olacak sekilde iki polimer ¢ozeltisi
karistirilarak 2 saat manyetik karistiricida karistirildi. Devam eden siiregte tekrardan 3 saat
ultrasonik banyoya alinan ¢ozeltiler gece boyu manyetik karigtiriciya birakildi ve ertesi giin
elektroegirme teknigi ile ITO kapli camlarin {izerinde nanoliflerin liretimi gergeklestirildi.

(Cizelge 3.1).

Cizelge 3.1 Elektroegirme ¢ozeltilerinin icerigi

PCL Karragenan Polimer ¢ozeltilerinin (w:v) karisim
Corgen Corgen icerisindeki konsantrasyonu
(w:v) sistemi (w:v) sistemi (PCL:Kar, v-v)
(V:v) (v:v)
- - 10% PCL
05 FA/AC %9 PCL, 0,05% Kar (9:1, v:v)
10 FAJAC %8 PCL, 0,10% Kar (8:2, v:v)

%7 PCL, 0,15% Kar (7:3, v:v)
%5 PCL, 0,25% Kar (5:5, v:v)

Farkli oranlarda hazirlanan PCL-Kar polimer ¢6zeltisi karisimlarindan yola ¢ikilarak
elektroegirme yontemiyle nanolif iiretimi parametrelerinin (Akis hizi, uygulanan voltaj (kV),
toplayict mesafesi (cm)) optimizasyonu gerceklestirildi (Cizelge 3.2). Bu asamada iiretilen
nanoliflerin morfolojik incelemeleri i¢in 151k mikroskobu kullanilarak proses kontrolii

gergeklestirildi.

Cizelge 3.2 PCL-Kar nanoliflerinin elektroegirme parametreleri
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Elektroegirme parametreleri

Ornekler
Voltaj (kV) Akis hizi (mL/h) Toplayici uzakhigi (cm)
10% PCL 12-21 1,30-2,00 16-20
PCL-Kar (9:1, viv) 7-10 0,60-1,00 12-20
PCL-Kar (8:2, v:v) 8-10 0,60-0,70 10-12
PCL-Kar (7:3, viv) 10-15 0,50-0,75 13-18
PCL-Kar (5:5, v:v) 7-10 0,60-0,80 12

3.3.2. PCL-Kar nanoliflerin karakterizasyonu

Hazirlanan nanoliflerin karakterizasyon c¢alismalart i¢in 151k mikroskobu goriintiileri,

temas agis1 Ol¢iimleri ve taramali alan mikroskobu (SEM) goriintiileri kullanildi.

3.3.2.1. Isik mikroskobu

Elde edilen nanoliflerin karakterizasyonunda ilk basamak 151k mikroskobu goriintiilerinin
alinmasidir. Bu asamada temel olarak lif {iretilip iiretilemedigi ve genel olarak morfolojileri

incelendi.

3.3.2.2. Temas acisi

Hazirlanan nanoliflerin hidrofilik-hidrofobik karakterlerinin belirlenmesi amaciyla temas

acist Olctimleri Attention Theta Gonimeter cihaziyla gergeklestirildi.

3.3.2.3. SEM

Karakterizasyon basamagmin son asamasinda nanoliflerin taramali alan mikroskobu
(SEM) goriintiileri hizmet alimi ile Atatiirk Universitesi Dogu Anadolu Yiiksek Teknoloji
Uygulama ve Arastirma Merkezi-DAYTAM laboratuvarlarinda alindi ve nanolif caplari

incelendi.

ImagelJ programi yardimiyla nanoliflerin SEM goriintiileri kullanilarak ve nanolif ¢aplari
belirlendi ve ardindan OriginPro programi kullanilarak nanolif ¢aplarinin dagilimini gésteren

histogram grafikleri ¢izildi ve ortalama nanolif ¢aplar1 hesaplandi.
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3.3.3. Nanoliflerin HaCaT hiicre canlihid: iizerine etkileri

Hazirlanan nanoliflerin in vitro hiicre kiltiirii denemeleri i¢in HaCaT (insan deri
keratinosit) (American Type Culture Collection, ATCC) hiicre hatti, model olarak kullanildi.
HaCaT hiicreleri, DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) ortaminda 37 °C, %5,0 CO2

iceren inkiibatorde kiiltive edildi.

ITO kapli camlarin iizerinde biriktirilen nanolifler 30 dk UV 151k altinda steril edildikten
sonra 6 kuyucuklu plakalara alinarak iizerlerine 2,5x10* hiicre/2 mL HaCaT hiicresi ekildikten
sonra 48 ve 72 saat siiresince 37 °C, %5,0 COz igeren inkiibatorde kiiltive edildi. Kiiltivasyonun
ardindan; bliylime ortami uzaklastirilan nanolif kapli ITO cam yiizeylerdeki hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra fikse edilerek hiicre nukleuslarin1 boyayan DAPI (diamino-2-fenilindol) ile
15 dk inkiibe edildi ve sonrasinda floresans mikroskop yardimiyla her 6rnek i¢in 9 farkh
bolgeden goriintiiler alindi. Elde edilen mikroskop goriintiilerindeki hiicre c¢ekirdekleri
sayilarak PCL-Kar (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5, v:V) nanoliflerinin HaCaT hiicre canlilig1 {izerine
etkileri incelendi.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda PCL-Kar (7:3, v:Vv) nanolifleri ile ¢aligmalarin devam

etmesine karar verildi.

3.3.4. PCL ve PCL-Kar nanoliflerinin FTIR analizleri

Hazirlanan PCL ve PCL-Kar (7:3, v:v) nanoliflerinin FTIR spektroskopisi ile, molekiiler
bag karakterizasyonu yapilarak; yapilarindaki fonksiyonel gruplar hakkinda fikir sahibi
olunarak, karragenan icerigi tespit edilmesi hedeflenildi. Caligmalar Ege Universitesi Niikleer

Bilimler Enstitiisii laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.3.5. PCL ve PCL-Kar nanoliflerinin SEM-EDS analizlerinin gerceklestirilmesi

Hazirlanan PCL ve PCL-Kar (7:3, v:v) nanoliflerinin taramali alan mikroskobu—X 111
enerji dagilim spektroskopisi (SEM-EDS) ile elemental analizleri gerceklestirilerek nanolif
icerigindeki K-karragenandan kaynakli olarak bulunmasi beklenen kiikiirt igerigi incelendi.

Caligmalar hizmet alimi1 ile EGE MATAL laboratuvarlarinda gerceklestirildi.
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3.3.6. Nigella sativa (¢orek otu) yagi ile zenginlestirilen PCL-Kar nanoliflerinin iiretimi ve

elektroegirme parametrelerinin optimizasyonu

Baslik 3.1.2°de aciklanan sekilde; %10 PCL (formik asit/aseton; 3:7, v:v) ve %0,5 K-
karragenan (formik asit/aseton; 3.7, v:v) ¢ozeltilerinden yola ¢ikilarak PCL-Karragenan (7:3)
¢ozeltisi hazirlandi. Ardindan son konsantrasyonu 2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL olacak sekilde
(Cizelge 3.3) ¢orek otu yag1 (COY) tartilarak ilave edildi ve gece boyu manyetik karistiriciya
birakildi.

Cizelge 3.3 Elektroegirme ¢ozeltilerinin igerigi

PCL-Karragenan

Corek otu yagi
PCL:Kar Cozgen sistemi (mg/mL)
(v:v) (v:v)
25
5
PCL-Kar FA/AC 10
(7:3) (3:7)
25
50

Elektroegirme teknigi ile farkli konsantrasyonlarda ¢orek otu yag: igeren PCL-Kar-COY
nanoliflerinin  iiretimi  gerceklestirildi. Elektroegirme parametreleri Cizelge 3.4’de

gosterilmistir.

Cizelge 3.4 PCL-Kar-COY nanoliflerinin elektroegirme parametreleri

Elektroegirme parametreleri

Ornelder Voltaj Akis iz Toplayici uzakhg
(kV) (mL/h) (cm)
PCL-Kar-COY (2,5 mg/mL) 15 0,60-1,00 14
PCL-Kar-COY (5 mg/mL) 17 0,70-0,90 13
PCL-Kar-COY (10 mg/mL) 15-16 0,50-0,75 17

PCL-Kar-COY (25 mg/mL) 13-15 0,60-0,90 17
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PCL-Kar-COY (50 mg/mL) 13-15 0,70-1,20 16

3.3.7. PCL-Kar-COY nanoliflerinin karakterizasyonu

Hazirlanan nanoliflerin karakterizasyon c¢aligmalart igin 151k mikroskobu goriintiileri,

temas acist Ol¢limleri ve taramali alan mikroskobu (SEM) goriintiileri kullanildi.

3.3.7.1. Isik mikroskobu

Elde edilen nanoliflerin karakterizasyonunda ilk basamak 1sik mikroskobu goriintiilerinin
alinmasidir. Bu asamada temel olarak lif iiretilip iiretilemedigi ve genel olarak morfolojileri

incelendi.

3.3.7.2. Temas acisi

Hazirlanan nanoliflerin hidrofilik-hidrofobik karakterlerinin belirlenmesi amaciyla temas

acist Olctimleri Attention Theta Gonimeter cihaziyla gergeklestirildi.

3.3.7.3. SEM

Karakterizasyon basamaginin son asamasinda nanoliflerin taramali alan mikroskobu
(SEM) goriintiileri hizmet alim1 ile EGE MATAL laboratuvarlarinda alinarak gergeklestirildi

ve nanolif ¢aplar1 incelendi.

Imagel programi yardimiyla nanoliflerin SEM goriintiileri kullanilarak nanolif ¢aplari
belirlendi ve ardindan OriginPro programi kullanilarak nanolif ¢aplarinin dagilimini gosteren

histogram grafikleri ¢izildi ve ortalama nanolif ¢aplari hesaplandi.

3.3.8. PCL-Kar-COY nanoliflerinin HaCaT hiicre canlilig1 iizerine etkileri

Hazirlanan nanoliflerin in vitro hiicre kiltiiri denemeleri i¢in HaCaT (insan deri
keratinosit) (American Type Culture Collection, ATCC) hiicre hatti, model olarak kullanildu.
HaCaT hiicreleri, DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) ortaminda 37 °C, %5,0 CO2

igeren inkiibatorde kiiltive edildi.
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ITO kapli camlarin iizerinde biriktirilen nanolifler, 30 dk UV 1sik altinda steril
edildikten sonra 6 kuyucuklu plakalara alinarak {izerlerine 2,5x10* hiicre/2 mL HaCaT hiicresi
ekilerek 72 saat siiresince 37 °C, %5,0 CO: igeren inkiibatorde kiiltive edildi. Kiiltivasyonun
ardindan; bliylime ortami uzaklastirilan nanolif kapli ITO cam ylizeylerdeki hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra fikse edilerek hiicre nukleuslarin1 boyayan DAPI (diamino-2-fenilindol) ile
15 dk inkiibe edildi ve sonrasinda floresan mikroskop yardimiyla her 6rnek i¢in 9 farkl
bolgeden goriintiiler alindi. Elde edilen mikroskop goriintiilerindeki hiicre ¢ekirdekleri
sayilarak farkli konsantrasyonlarda (2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL) ¢orek otu yag: iceren PCL-Kar-
COY nanoliflerinin HaCaT hiicre canlilig1 iizerine etkileri incelendi. Denemeler 3 tekrarlt

olarak gerceklestirildi.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri ile

calismalarin devam etmesine karar verildi.

3.3.9. PCL-Kar-COY nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri

Elektroegirme teknigi ile ITO kapli camlarin iizerinde PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-
COY (10 mg/mL) nanoliflerinin iiretimi gerceklestirildi ve 30 dk UV 1sik altinda steril
edildikten sonra 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarina alindi. Ardindan steril Culture-Insert 2
Well (ibidi) her bir kuyucuktaki bulunan iizeri nanolif ile kapli ITO camlarin iizerine
yerlestirilerek 5x10° hiicre/mL HaCaT hiicre stogundan Culture-Insert iizerindeki her bir
kuyucuga 70 pL hiicre ekimi gerceklestirildi. Hazirlanan 6rnekler 24 saat siiresince 37 °C, %5,0
CO: iceren inkiibatorde HaCaT hiicrelerinin konfluent hale gelmesi i¢in kiiltive edildi.
Kiiltivasyonun ardindan Culture-Insert dikkatlice ¢ikarilarak PBS ile ornekler yikandi ve
tizerlerine 2 mL taze DMEM besiyeri ilave edilip 0-2-4-6-8-12-24-48 ve 72 saat goriintiileri
alinarak migrasyon temelli yara kapama modeli olusturuldu (Sekil 3.1). Culture-Insert

sayesinde 500 um agikliginda olusturulan yara agikliginin kapanmasi incelendi.
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Sekil 3.1 Culture-Insert kullanilarak olusturulan yara kapama modeli ¢aligmasi.

3.3.10. Rhodamine B iceren PCL-Kar-COY nanoliflerinin floresan mikroskop ile

goriintiilenmesi

1 mg/mL Rhodamine B icerecek sekilde PCL-Kar-COY (10 mg/mL) ¢ozeltisi
hazirlanarak ITO kapli camlarin iizerinde nanoliflerinin tiretimi gergeklestirildi. ITO kaph
camlarin iizerinde biriktirilen nanolifler, 30 dk UV 1sik altinda steril edildikten sonra 6
kuyucuklu plakalara alinarak iizerlerine 2,5x10% hiicre/2 mL HaCaT hiicresi ekilip 72 saat
siiresince 37 °C, %5,0 COz igeren inkiibatorde kiiltive edildi.

Kiiltivasyonun ardindan; biiyiime ortami uzaklastirilan nanolif kapli ITO cam
yiizeylerdeki hiicreler PBS ile yikandiktan sonra fikse edildi. Ardindan, ilk olarak okaryotik
hiicrelerde hiicresel iskeleti olusturan Aktin filamentlerini se¢cimli olarak boyayan Alexa
Fluor™ 488 Phalloidin ile 60 dk inkiibe edildi ve PBS ile yikandi. Daha sonra ise hiicre
nukleuslarint boyayan DAPI ile 15 dk inkiibe edildi ve floresan mikroskop yardimiyla 3 farkli
filtrede goriintiiler alindi. Elde edilen floresan mikroskop goriintiileri Image) programi

yardimiyla ¢akistirildi.

3.3.11. PCL, PCL-Kar ve PCL-Kar-COY nanoliflerinin sisme testleri

Nanolif 6rneklerinin sisme testleri gravimetrik metotla gergeklestirildi. Nanolifler kuru
agirliklan kaydedilerek her bir1t 50 mM pH=7,4 PBS tamponu igerisine daldirilarak 37 °C ‘de
inkiibe edildi. 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 ve 72. saatlerde 6rnekler tampon icerisinden pens yardimiyla
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alinarak yiizeydeki fazla sivi kurutma kagidina emdirilip ardindan tartimlar alinarak asagida

verilen formiil dogrultusunda hesaplamalar yapildi.

, Ws =W
% Sisme = X 100
0

Wy = kuru numune agirligi

W;s = sismis numune agirligi

3.4. PCL-CA-MA Nanoliflerinden Yara Ortiisii Gelistirilmesi

3.4.1. PCL—CA nanoliflerin iiretilmesi ve elektroegirme parametrelerinin optimizasyonu

%10 Polikaprolakton (w:v) ¢ozeltisi hazirlanirken ilk basamakta gerekli miktarda PCL
tartilarak formik asit igerisinde 45 °C sicaklikta manyetik karistiricida ¢éziinmesinin ardindan

formik asit/aseton (3:7, v:v) olacak sekilde aseton ilave edilerek gece boyu karigmaya birakildi.

%15 Seliiloz asetat (w:V) ¢ozeltisi hazirlanirken gerekli miktarda CA tartilarak 1:9 (v:v)
oraninda karigtirtlmig olan DMF/Ac ¢6zgen sistemi igerisinde 45 °C sicaklikta manyetik

karistiricida ¢oziinmesinin ardindan gece boyu sicaklik kapatilarak karigmaya birakildi.

%10 PCL ve %15 CA c¢ozgen sistemleri kullanilarak elde edilen ¢ozeltileri farkl
oranlarda karistirllarak, (v:v) 9:1, 7:3, 5:5, 3:7 ve 1:9 olacak sekilde, PCL-CA c¢o6zeltileri
hazirlandi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 PCL-CA Elektroegirme ¢ozeltilerinin igerigi

PCL CA
Polimer ¢ozeltilerinin (w:v) karisim
Cozgen Cozgen icerisindeki konsantrasyonu
(w:v) sistemi (w:v) sistemi (%PCL:%CA, v:v)
(viv) (v:v)
%10 PCL
10 FA/AC 15 Ac/DMF %9 PCL, %1,5 CA,; (9:1, viv)
(3:7) (9:1) %7 PCL, %4,5 CA; (7:3, viv)

%5 PCL, %7,5 CA; (5:5, viv)
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%3 PCL, %10,5 CA; (3:7, viv)
%1 PCL, %13,5 CA; (1:9, viv)
%15 CA

Farkli oranlarda hazirlanan PCL-CA polimer ¢ozeltisi karisimlarindan yola ¢ikilarak
elektroegirme yontemiyle nanolif {iretimi parametrelerinin (Akis hizi, uygulanan voltaj (kV),
toplayici mesafesi (cm)) optimizasyonu gerceklestirildi (Cizelge 3.6). Bu asamada iiretilen
nanoliflerin morfolojik incelemeleri i¢in 151k mikroskobu kullanilarak proses kontrolii

gerceklestirildi.

Cizelge 3.6 PCL-CA nanoliflerinin elektroegirme parametreleri

Elektroegirme parametreleri

Ornekler
Voltaj (kV) Akis hizi (mL/h) Toplayicl uzakhig: (cm)
%10 PCL 8 0,3 24-22
PCL-CA (9:1, viv) 8 0,2 20
PCL-CA (7:3, viv) 14 0,3 17
PCL-CA (5:5, viv) 10 0,7 18
PCL-CA (3:7, v:v) 12 1,2 18
PCL-CA (1:9, viv) 10 05 14
%15 CA 15 1,2 20

3.4.2. PCL-CA nanoliflerin karakterizasyonu

Hazirlanan nanoliflerin karakterizasyon caligmalar1 i¢in 151k mikroskobu goriintiileri,

temas acist Ol¢limleri ve taramali alan mikroskobu (SEM) goriintiileri kullanildi.

3.4.2.1. Isik mikroskobu

Elde edilen nanoliflerin karakterizasyonunda ilk basamak 151k mikroskobu goriintiilerinin
alinmasidir. Bu asamada temel olarak lif iiretilip iiretilemedigi ve genel olarak morfolojileri

incelendi.

3.4.2.2. Temas acisi

Hazirlanan nanoliflerin hidrofilik-hidrofobik karakterlerinin belirlenmesi amaciyla temas

acis1 Ol¢timleri Attention Theta Gonimeter cihaziyla gerceklestirildi.
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3.4.2.3. SEM

Karakterizasyon basamaginin son asamasinda nanoliflerin taramali alan mikroskobu
(SEM) goriintiileri hizmet alimi ile E.U. Merkezi Arastirma Test ve Analiz Laboratuvar

Uygulama ve Arastirma Merkezi’'nde (EGE MATAL) alind1 ve nanolif ¢aplar1 incelendi.

Image]J programi yardimiyla nanoliflerin SEM goriintiileri kullanilarak nanolif ¢aplari
belirlendi ve ardindan OriginPro programi kullanilarak nanolif ¢aplarinin dagilimini gosteren

histogram grafikleri ¢izilerek ortalama nanolif ¢aplar1 hesaplandi.

3.4.3. PCL-CA Nanoliflerin HaCaT hiicre canlihidl iizerine etkileri

Hazirlanan nanoliflerin in vitro hiicre kiiltiiri denemeleri ig¢in HaCaT (insan deri
keratinosit) (American Type Culture Collection, ATCC) hiicre hatti, model olarak kullanildi.
HaCaT hiicreleri, DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) ortaminda 37 °C, %5,0 CO2

igeren inkiibatorde kiiltive edildi.

Elektroegirme islemi esnasinda yiizeyi aliiminyum folyo ile kaplanmis olan toplayici
tizerinde biriktirilen %10 PCL, %15 CA ve PCL-CA ( 9:1, 7:3, 5:5, 3:7; 1:9, v:v) nanolifleri
2x2 cm ebatlarinda kesilerek yiizey iizerinden kaldirildi. Ardindan nanoliflerin her iki ylizeyi

de 30 dk. UV 151k ile sterilize edilerek in vitro hiicre kiiltiirii denemeleri i¢in hazir hale getirildi.

Nanoliflerin hiicre canlilig1 iizerine etkisini belirlemek amaciyla 3-(4,5 Dimetilthiazol-2-
i)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanildi. HaCaT hiicreleri 10%/100pL hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara ekilerek 24 saat standart kiiltiir kosullarinda inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki besiyeri tazelendi ve steril haldeki nanolifler
pens yardimiyla kuyucuklara aktarilarak standart kiiltiir kosullarinda 24, 48 ve 72 saat siireyle
inkiibatére kaldirildi. inkiibasyon siirelerinin ardindan drnekler ve besiyerleri kuyucuklardan
uzaklagtirllarak DMEM ortami igerisinde hazirlanan 100 pL %10 MTT ¢ozeltisi kuyucuklara
eklendi ve 4 saat siireyle inkiibasyona kaldirildi. inkiibasyonun ardindan olusan her kuyucuga
150 uLL. DMSO c¢ozeltisi eklenerek orbital karisitiricida formazan kristallerinin ¢oziinmesi
saglandi. Ardindan UV-VIS spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢timleri
gerceklestirildi. Elde edilen degerler kontrol grubu olan PCL referans alinarak % canlilik olarak

hesaplandi. Caligmalar dort tekrarli gergeklestirildi.



39

Elde edilen sonuglar dogrultusunda PCL-CA (9:1, v:v) nanolifleri ile ¢aligmalarin devam

etmesine karar verildi.

3.4.4. PCL, CA ve PCL-CA nanoliflerinin FTIR analizleri

Hazirlanan PCL, CA ve PCL-CA (9:1, v:v) nanoliflerinin FTIR spektroskopisi ile,
molekiiler bag karakterizasyonu yapilarak; yapilarindaki fonksiyonel gruplar hakkinda fikir
sahibi olunarak, CA igerigi tespit edilmesi hedeflenildi. Calismalar Ege Universitesi Fen

Fakiiltesi Kimya Boliimii laboratuvarlarinda gergeklestirildi.

3.4.5. Mandelik asit (MA) iceren PCL-CA nanoliflerinin iiretimi ve elektroegirme

parametrelerinin optimizasyonu

Baslik 3.2.2’de agiklanan sekilde %10 PCL ve %15 CA g¢ozeltilerinden PCL-CA (9:1,
V.V) ¢oOzeltisi hazirlanmasi sirasinda son derisimleri 25; 50; 100; 250 ve 500 mM olacak sekilde
mandelik asit (MA) tartilarak polimer ¢ozeltisi karigimlarina ilave edildi ve gece boyu manyetik

karistiriciya birakildi (Cizelge 3.7).

Cizelge 3.7 PCL-CA-MA Elektroegirme ¢ozeltilerinin igerigi

PCL-CA (v:v) Mandelik asit (mM)

25
50
PCL-CA (9:1, viv) 100
250
500

Farkli konsantrasyonlarda MA igeren PCL-CA (9:1, viv) polimer ¢ozeltisi
karisimlarindan yola ¢ikilarak elektroegirme yontemiyle nanolif liretimi parametrelerinin (Akis
hizi, uygulanan voltaj (kV), toplayict mesafesi (cm)) optimizasyonu gergeklestirildi (Cizelge
3.8). Bu asamada iiretilen nanoliflerin morfolojik incelemeleri igin 151k mikroskobu kullanilarak

proses kontrolii gerceklestirildi.

Cizelge 3.8 PCL-CA-MA nanoliflerinin elektroegirme parametreleri

Ornekler Elektroegirme parametreleri
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Voltaj Akis iz Toplayici uzakhg
(kV) (mL/h) (cm)
PCL-CA-MA (25 mM) 15 1,20 15
PCL-CA-MA (50 mM) 15 1,20 15
PCL-CA-MA (100 mM) 15 1,00 16
PCL-CA-MA (250 mM) 15 0,70 16
PCL-CA-MA (500 mM) 17 0,50 17

3.4.6. PCL-CA-MA nanoliflerinin karakterizasyonu

Hazirlanan PCL-CA-MA nanoliflerin karakterizasyon ¢alismalart i¢in 151k mikroskobu

goriintiileri, temas agis1 dlglimleri ve taramali alan mikroskobu (SEM) goriintiileri kullanildi.

3.4.6.1. Isik mikroskobu

Elde edilen nanoliflerin karakterizasyonunda ilk basamak 1s1k mikroskobu goriintiilerinin
alinmasidir. Bu asamada temel olarak lif iiretilip iiretilemedigi ve genel olarak morfolojileri

incelendi.

3.4.6.2. Temas acisi

Hazirlanan nanoliflerin hidrofilik-hidrofobik karakterlerinin belirlenmesi amaciyla temas

acis1 Ol¢timleri Attention Theta Gonimeter cihaziyla gerceklestirildi.

3.4.6.3. SEM

Karakterizasyon basamagimin son asamasinda nanoliflerin taramali alan mikroskobu
(SEM) goriintiileri hizmet alim1 ile EGE MATAL laboratuvarlarinda alinarak gegeklestirildi ve

nanolif ¢aplar1 incelendi.

Imagel programi yardimiyla nanoliflerin SEM goriintiileri kullanilarak nanolif ¢aplari
belirlendi ve ardindan OriginPro programi kullanilarak nanolif ¢aplarinin dagilimini gésteren

histogram grafikleri ¢izildi ve ortalama nanolif ¢aplar1 hesaplandi.
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3.4.7. PCL-CA-MA nanoliflerinin HaCaT hiicre canlihigi iizerine etkileri

Hazirlanan PCL-CA-MA nanoliflerin in vitro hiicre kiiltiirii denemeleri i¢cin HaCaT
(insan deri keratinosit) (American Type Culture Collection, ATCC) hiicre hatti, model olarak
kullanildi. HaCaT hiicreleri, DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium) ortaminda 37 °C,
%5,0 COz igeren inkiibatorde kiiltive edildi.

Elektroegirme islemi esnasinda ylizeyi aliminyum folyo ile kaplanmis olan toplayict
tizerinde biriktirilen farkli konsantrasyonlarda MA igeren (25; 50; 100; 250; 500 mM) PCL-
CA-MA nanolifleri 2x2 cm ebatlarinda kesilerek ylizey iizerinden kaldirildi. Ardindan
nanoliflerin her iki yiizeyi de 30 dk. UV 1sik ile sterilize edilerek in vitro hiicre kiiltiirii

denemeleri i¢in hazir hale getirildi.

Nanoliflerin hiicre canlilig1 tizerine etkisini belirlemek amaciyla 3-(4,5 Dimetilthiazol-2-
i)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanildi. HaCaT hiicreleri 10%/100pL hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakalara ekilerek 24 saat standart kiiltiir kosullarinda inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki besiyeri tazelendi ve steril haldeki nanolifler
pens yardimiyla kuyucuklara aktarilarak standart kiiltiir kosullarinda 24, 48 ve 72 saat siireyle
inkiibatére kaldirildi. inkiibasyon siirelerinin ardindan drnekler ve besiyerleri kuyucuklardan
uzaklagtirilarak DMEM ortamu igerisinde hazirlanan 100 pL %10 MTT c¢ozeltisi kuyucuklara
eklendi ve 4 saat siireyle inkiibasyona kaldirildi. inkiibasyonun ardindan olusan her kuyucuga
150 L. DMSO c¢ozeltisi eklenerek orbital karisitiricida formazan kristallerinin ¢ozlinmesi
saglandi. Ardindan UV-VIS spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimleri
gergeklestirildi. Elde edilen degerler kontrol grubu olan PCL-CA (9:1, v:v) referans alinarak %
canlilik olarak hesaplandi. Caligsmalar dort tekrarli gerceklestirildi.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda PCL-CA-MA (25 mM) nanolifleri ile ¢aligmalarin

devam etmesine karar verildi.

3.4.8. PCL-CA-MA nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri

PCL-CA (9:1, viv) ve PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri
Culture-Insert 2 Well (ibidi) kullanilarak 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plakalarinda
gerceklestirildi. Kuyucuklara yerlestirilen Culture-Insert {izerindeki her bir bélmeye 3x10°
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hiicre/mL HaCaT hiicre stogundan 70 pL hiicre ekimi gergeklestirildi ve 24 saat siiresince 37
°C, %5,0 CO2 igeren inkiibatorde hiicrelerin konfluent hale gelmesi igin kiiltive edildi.
Kiiltivasyonun ardindan Culture-Insertler dikkatlice ¢ikarilarak kuyucuklara 2 mL taze DMEM
besiyeri ilave edildi. Ardindan 2x2 cm ebatlarinda kesilip UV 1s1k altinda steril edilen nanolif
ornekleri kuyucuklara pens yardimiyla eklendi ve 0-2-4-6-8-24-48 ve 72 saat goriintiileri
alinarak migrasyon temelli yara kapama modeli olusturuldu. Kullanilan Culture-Insert

sayesinde 500 um acikliginda olusturulan yara ac¢ikliginin kapanmasi incelendi (Sekil 3.1).
3.4.9. PCL-CA-MA nanoliflerinin zamana bagh temas acis1 dl¢iimleri

PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin zamana bagli olarak temas ag¢is1 degerindeki
degisimi gozlemek amaciyla Attention Theta Gonimeter cihaziyla damlacik goriintiisii

tamamen kaybolana kadar (bir saat siiresince) dlgtimler gergeklestirildi.
3.4.10. PCL, CA PCL-CA ve PCL-CA-MA nanoliflerinin sisme testleri

Nanolif 6rneklerinin sisme testleri gravimetrik metotla gerceklestirildi. Nanolifler kuru
agirliklan kaydedilerek her birt 50 mM pH=7,4 PBS tamponu igerisine daldirilarak 37 °C ‘de
inkiibe edildi. 2, 4, 6, 8, 12, 24, 48 ve 72. saatlerde drnekler tampon icerisinden pens yardimiyla
alinarak yiizeydeki fazla sivi kurutma kagidina emdirilip ardindan tartimlar alinarak asagida

verilen formiil dogrultusunda hesaplamalar yapildi.

. Ws — Wy
% Sisme = e x 100
0

W = kuru numune agirligi

W;s = sismis numune agirligi
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4. BULGULAR

4.1. PCL-Kar-COY Nanoliflerinden Doku Iskelesi Gelistirilmesi

4.1.1. PCL—Kar nanoliflerin karakterizasyonu

4.1.1.1. Isik mikroskobu

Elde edilen PCL-Kar (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5, v:v) nanoliflerinin karakterizasyonunda ilk
basamak 151k mikroskobu goriintiilerinin alinmasidir. Bu agamada temel olarak lif {iretilip
iretilemedigi ve genel olarak morfolojileri incelendi. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.1°de

verilmistir.

Sekil 4.1 PCL-Kar (v:v) A) 10:0; B) 9:1; C) 8:2; D) 7:3; E) 5:5 nanoliflerinin 151k mikroskobu goriintiileri

4.1.1.2. Temas acis1

PCL-Kar (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5, v:v) nanoliflerinin hidrofilik/hidrofobik karakterlerinin
belirlenmesi amaciyla Attention Theta Gonimeter cihaziyla temas 6l¢limleri alindi. Elde edilen

goriintiiler Sekil 4.2; ilgili degerler ise Cizelge 4.1°de verilmistir.
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oA naa

Sekil 4.2 PCL-Kar (v:v) A) 10:0; B) 9:1; C) 8:2; D) 7:3; E) 5:5 nanoliflerinin temas agis1 goriintiileri

Cizelge 4.1 PCL-Kar (v:v) (10:0; 9:1; 8:2; 7:3; 5:5) nanoliflerinin temas agis1 6l¢iim degerleri

PCL PCL-Kar PCL-Kar PCL-Kar PCL-Kar
(10:0, v:v) (9:1, viv) (8:2, v:v) (7:3,vv) (5:5, viv)
Temas Acisi (°) 120,30+1,24 91,46+5,32 95,96+2,50 86,09+2,99 79,58+4,55

4.1.1.3. SEM

Karakterizasyon basamagmin son asamasinda PCL-Kar (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5, viv)

nanoliflerinin morfolojileri detayli olarak incelenerek; SEM mikrograflar1 yardimiyla lif ¢ap1

dagilim grafikleri ¢izildi ve ortalama lif ¢aplar1 hesaplandi. Elde edilen SEM mikrograflar1 ve

lif ¢ap1 dagilim histogramlar1 Sekil 4.3 ve ortalama lif gapilar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2 PCL-Kar (10:0; 9:1; 8:2; 7:3; 5:5; v:v) nanoliflerinin ortalama lif ¢aplar

PCL PCL-Kar PCL-Kar PCL-Kar PCL-Kar
(10:0, v:v) (9:1, viv) (8:2, v:v) (7:3,viv) (5:5, viv)
Ortalama Lif
233,8+8,22 127,37+3,49 130,65+2,99 148,43+18,97 79,27+2,03

Cap1 (nm)
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Sekil 4.3 PCL-Kar (v:v) A) 10:0; B) 9:1; C) 8:2; D) 7:3; E) 5:5 nanoliflerinin SEM mikrograflari ve lif ¢ap1
dagilim histogramlar1

4.1.2. Nanoliflerin HaCaT hiicre canlihig iizerine etkileri

PCL-Kar (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5; v:Vv) nanolifleri iizerinde 48 ve 72 saat siireyle kiiltive
edilen HaCaT hiicrelerinin canliligt; hiicre ¢ekirdeklerinin DAPI ile isaretlenmesinin ardindan
floresans mikroskopla alinan goriintiilerin islenmesiyle belirlendi. 48 saat siiren canlilik
denemesinin sonuglar1 incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmedi (Sekil

4.4).

Hiicre Canliik Grafigi (48 saat)
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Sekil 4.4 PCL-Karragenan nanolifleri {izerinde 48 saat siiresince kiiltive edilen HaCaT hiicrelerinin canlilig1.

1:PCL; 2:PCL-Kar (9:1, v:v); 3: PCL-Kar (8:2, v:v); 4: PCL-Kar (7:3, v:v); 5: PCL-Kar (5:5, v:v).

72 saat siireyle PCL-Kar (10:0, 9:1, 8:2, 7:3, 5:5, v:v) nanolifleri {izerinde kiiltive edilen
HaCaT hiicreleri canliligina iliskin veriler degerlendirildiginde; PCL-Kar (7:3) nanolifleri
tizerinde kiiltive edilen hiicrelerin canlilig1 kontrol grubu olan PCL nanolifleri {izerinde kiiltive
edilenlere kiyasla %154,72+18,32 olarak belirlendi (Sekil 4.5). ilerleyen siirecte nanoliflerin
zenginlestirilmesi amaciyla farkli miktarlarda Nigella sativa yagi igeren PCL-Kar (7:3, v:v)

nanoliflerinin kullanilmasina karar verildi.
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Hiicre Canlihk Grafigi (72 saat)
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Sekil 4.5 PCL-Karragenan nanolifleri iizerinde 72 saat siiresince kiiltive edilen HaCaT hiicrelerinin canlilig1.
1:PCL; 2:PCL-Kar (9:1, v:v); 3: PCL-Kar (8:2, v:v); 4: PCL-Kar (7:3, v:v); 5: PCL-Kar (5:5, v:v).

4.1.3. PCL ve PCL-Kar nanoliflerinin FTIR analizleri

PCL-Kar nanoliflerinin icerigindeki K-Karragenanin gosterilebilmesi amaciyla PCL, K-
Karragenan ve PCL-Kar (7:3, v:v) drneklerinde gergeklestirilen FTIR analizleri sonucunda elde

edilen spektrumlar Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6 PCL, PCL-Kar (7:3, v:v), K-Karragenan i¢in elde edilen FTIR spektrumlari.
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4.1.4. PCL ve PCL-Kar nanoliflerinin SEM-EDS analizleri

PCL-Kar (7:3, v:v) nanoliflerinin K-Karragenan igeriginin FTIR analizi sonuglarina gore
dogrulanamamasi nedeniyle SEM-EDS analizleri gerceklestirildi. Bu amagla; PCL, PCL-Kar

(7:3, v:v), orneklerinin elemental icerikleri kiyaslandi (Sekil 4.7).

AN B ¥
w Element | Agiwhk (%) | Atomik (%) 0 0 Element | Agnhk (%) | Atomik (%)
& C 41,93 49,03 ol C 41,32 49,13

f 5 5
w | o 8,07 097 o 0 55,30 4937
0 e
e S 338 1,51

Sekil 4.7 PCL [A] ve PCL-Kar (7:3, v:v) [B] nanoliflerinin SEM-EDS sonuglar1 dogrultusunda elde edilen
spektrumlari

4.1.5. PCL-Kar-COY nanoliflerin karakterizasyonu

4.1.5.1. Isik mikroskobu

Farkli oranlarda ¢orek otu yagi igeren (2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL) PCL-Kar (7:3, v:v)
nanoliflerinin karakterizasyonundaki ilk basamak 151k mikroskobu goriintiilerinin alinmasidir.
Bu asamada temel olarak lif Uiretilip tiretilemedigi ve genel olarak morfolojileri incelendi. Elde

edilen goriintiler Sekil 4.8’ de verilmistir.
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Sekil 4.8 A) 2,5 mg/mL; B) 5 mg/mL; C) 10 mg/mL; D) 25 mg/mL ve E) 50 mg/mL ¢6rek otu yagi igeren PCL-
Kar-COY nanoliflerinin 151k mikroskobu goriintiileri

4.1.5.2. Temas acisl1

PCL-Kar-COY (2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL) nanoliflerinin hidrofilik/hidrofobik
karakterlerinin belirlenmesi amaciyla Attention Theta Gonimeter cihaziyla temas olgiimleri

alindi. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.9; ilgili degerler ise Cizelge 4.3’de verilmistir.

. W ; = =

Sekil 4.9 A) 2,5 mg/mL; B) 5 mg/mL; C) 10 mg/mL; D) 25 mg/mL ve E) 50 mg/mL ¢6rek otu yagi iceren PCL-
Kar-COY nanoliflerinin temas acis1 goriintiileri

Cizelge 4.3 PCL-Kar-COY (2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL) nanoliflerinin temas ag¢is1 6lgiim degerleri

PCL-Kar-COY 2,5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL

Temas Agisi (°) 71,54+7,90 79,37+2,07 82,2345,27 83,93+3,19 72,80+1,58
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4.15.3. SEM

Karakterizasyon basamaginin son asamasinda PCL-Kar-COY (2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL)
nanoliflerinin morfolojileri detayli olarak incelenerek; SEM mikrograflar1 yardimiyla lif ¢ap1
dagilim grafikleri ¢izildi ve ortalama lif ¢aplar1 hesaplandi. Elde edilen SEM mikrograflari ve
lif cap1 dagilim histogramlari Sekil 4.10 ve ortalama lif ¢caplar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4 PCL-Kar-COY (2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL) nanoliflerinin ortalama lif ¢aplari

PCL-Kar-COY 2,5 mg/mL 5 mg/mL 10 mg/mL 25 mg/mL 50 mg/mL

Ortalama Lif
90,83+3,17 117,82+7,83 136,16+1,99 144,52+7,21 222,91+10,58
Cap1 (nm)
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200 300
Lif capi (nm)

M 500V 9.0 Standard 1000x 14.1mm ETD SE

200 300
Lif capi (nm)

5.00kV 9.0 Standard 1000x 13.9 mm ETD SE

200 300 400
¢ |S00M |50 | Staaderd 10005 127 mem | ETD S5 i ! Lif cap1 (nm)

200 300
Lif capi (nm)

M 500KV 9.0 Standard 1000x 14.0mm ETD SE

200 300 400 500
Lif capi (nm)

4 500KV 9.0 Standard 1000x 13.9mm ETD SE

Sekil 4.10 A) 2,5 mg/mL; B) 5 mg/mL; C) 10 mg/mL; D) 25 mg/mL ve E) 50 mg/mL ¢orek otu yag1 igeren
PCL-Kar-COY nanoliflerinin SEM mikrograflari



52

4.1.6. PCL-Kar-COY nanoliflerinin HaCaT hiicre canlilig1 iizerine etkileri

PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-COY (2,5; 5; 10; 25; 50 mg/mL) nanolifleri {izerinde 72
saat siireyle kiiltive edilen HaCaT hiicrelerinin canliligi; hiicre c¢ekirdeklerinin DAPI ile
isaretlenmesinin ardindan floresan mikroskopla alinan goriintiilerin islenmesiyle belirlendi
(Sekil 4.11). PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri {izerinde kiiltive edilen hiicrelerin canlilig
kontrol grubu olan PCL-Kar (7:3, v:v) nanolifleri iizerinde kiiltive edilenlere kiyasla
%136,96+30,27 olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda 10 mg/mL ¢6rek otu yagi
iceren nanoliflerin hiicre proliferasyonuna katki yaptigi gosterilmistir. Diger yandan, artan yag
icerigine bagli olarak 25 mg/mL ve 50 mg/mL c¢orek otu yag ile zenginlestirilen
formiilasyonlarin hiicre canliligia olumsuz yonde etki ettigi gdzlenmistir. Ilerleyen siirecte
yara kapama modeli olusturulmasi ve floresan mikroskopla goriintilleme c¢aligsmalarinda COY
yagt igeren nanolif formiilasyonlarindan PCL-Kar-COY (10 mg/mL)  nanoliflerinin

kullanilmasina karar verildi.

Hiicre Canhliik Grafigi (72 saat)
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Sekil 4.11 1:PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-COY 2:2,5 mg/mL; 3:5mg/mL; 4:10 mg/mL; 5:25 mg/mL; 6:50
mg/mL nanolifleri tizerinde 72 saat siiresince kiiltive edilen HaCaT hiicrelerinin canliligi. (*** P<0,05)

4.1.7. PCL-Kar-COY nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri
PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri {izerinde Culture-Insert

kullanilarak 500 pm agikliginda olusturulan yaralarin kapanmalar1 0-2-4-6-8-12-24-48 ve 72.

saatlerde elde edilen goriintiiler incelenerek yara kapama modeli olusturuldu. Elde edilen



53

mikroskop fotograflarindaki (Sekil 4.12) yara ac¢ikligi ImageJ programi ile dlgtilerek Sekil
4.13’de verilen yara kapama modeli grafigi olusturuldu. Elde edilen veriler dogrultusunda 24.
saate kadar yapilan 6lgiimlerde istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmezken 48. Saatten

itibaren farklanmalar meydana geldigi goriilmektedir.

0. saat 12. saat 24. saat 48. saat 72. saat

Sekil 4.12 PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri iizerinde Culture-Insert kullanilarak
olusturulan yara acikliginin farkli zaman araliklarinda mikroskop goriintiileri

PCL-Kar-COY
(10 mg/mL)

PCL-Kar (7:3)

48. saat verileri goz oniine alindiginda PCL-Kar (7:3, v:v) nanolifleri %27,95+8,97 yara
kapama etkinligi gosterirken, PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri iizerinde kiiltive edilen
hiicrelerde bu oran %43,16+15,56 olarak hesaplanmistir. 72. saat verilerinde ise PCL-Kar (7:3,
V:V) nanolifleri iizerinde kiiltive edilen hiicrelerin yara kapama etkinligi %25,41+£14,07
hesaplanirken, PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri i¢in %48,33+£14,72 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda; 10 mg/mL ¢oérek otu yagi iceren

nanoliflerin, olusturulan yara modelinde PCL-Kar (7:3, v:v) nanoliflerine nazaran daha etkin

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.13 PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri iizerinde kiiltive edilen HaCaT
hiicrelerinin yara kapama etkinlikleri. (** P<0,01)(*** P<0,001)

4.1.8. Rhodamine B i¢ceren PCL-Kar-COY nanoliflerinin floresan mikroskop ile

goriintillenmesi

Proje kapsaminda Rhodamine B i¢eren PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri {izerinde
kiiltive edilen Alexa Fluor™ 488 Phalloidin ve DAPI boyamas1 gerceklestirilen HaCaT

hiicrelerinin farkli biiyiitmelerdeki floresan mikroskop goriintiileri Sekil 4.14°de verilmistir.

Sekil 4.14 Rhodamine B i¢eren PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri ve lizerinde 72 saat siireyle kiiltive edilen
HaCaT hiicrelerinin A) 20X; B) 40X floresan mikroskop goriintiileri. (Kirmizi: Rhodamine B; Yesil: Alexa
Fluor™ 488 Phalloidin; Mavi: DAPI).
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4.1.9. PCL, PCL-Kar ve PCL-Kar-COY nanoliflerinin sisme testleri

PCL, PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanoliflerinin sisme

kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen c¢alisma sonucunda elde veriler

dogrultusunda Sekil 4.15°de verilen grafik elde edildi.

2000-
0 0 0 g g g o
O
1500
Q
& A o A A & A 4
0 ] a °
& 1000 0o 0o o © © o
X 0
500-
c ] I |} | I | I
2 4 6 8 12 24 48 T2
Zaman (h)

o PCL
O PCL-Kar
A PCL-Kar-COY

Sekil 4.15 PCL, PCL-Kar (7:3, v:v), PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri i¢in elde edilen sigsme testi sonuglari

4.2. PCL-CA-MA Nanoliflerinden Yara Ortiisii Gelistirilmesi

4.2.1. PCL-CA nanoliflerin karakterizasyonu

4.2.1.1. Isik mikroskobu

Elde edilen PCL, CA ve PCL-CA (9:1; 7:3; 5:5; 3:7; 1:9, v:v) nanoliflerinin

karakterizasyonunda ilk basamak 151k mikroskobu goriintiilerinin alinmasidir. Bu asamada

temel olarak lif Uretilip {iretilmedigi ve genel olarak morfolojileri incelendi. Elde edilen

gorintiiler Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16 A) %10 PCL, B) PCL-CA (9:1, v:v), C) PCL-CA (7:3, v:v), D) PCL-CA (5:5, v:v), E) PCL-CA (3:7,
viv), F) PCL-CA (1:9, v:v) ve G) %15 CA nanoliflerinin 151k mikroskobu goriintiileri

4.2.1.2. Temas acisi

PCL, CA ve PCL-CA (9:1; 7:3; 5:5; 3:7; 1:9, v:v) nanoliflerinin hidrofilik/hidrofobik
karakterlerinin belirlenmesi amaciyla Attention Theta Gonimeter cihaziyla temas Sl¢timleri

alindi. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.17; ilgili degerler ise Cizelge 4.5’te verilmistir.
_
‘

Sekil 4.17 A) %10 PCL, B) PCL-CA (9:1, v:v), C) PCL-CA (7:3, v:v), D) PCL-CA (5:5, v:v), E) PCL-CA (3:7,
viv), F) PCL-CA (1:9, viv) ve G) %15 CA nanoliflerinin temas agis1 goriintiileri
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Cizelge 4.5 PCL, CA ve PCL-CA (9:1; 7:3; 5:5; 3:7; 1:9, v:v) nanoliflerinin temas ag1s1 6l¢iim degerleri

pCL PCL-CA PCL-CA PCL-CA PCL-CA PCL-CA CA
9:1,viv)  (7:3,viv)  (5:55,viv)  (B:7,viv)  (1:9,viv)

Temas 120,52 123,98 106,72 132,89 133,96 134,06 134,97
Agis1 (°) +8,20 +6,19 +3,35 +2,56 +0,83 +3,25 +2,60

4.2.1.3. SEM

Karakterizasyon basamaginin son asamasinda PCL, CA ve PCL-CA (9:1; 7:3; 5:5; 37,

1:9, v:v) nanoliflerinin morfolojileri detayli olarak incelenerek; SEM mikrograflart yardimiyla

lif cap1 dagilim grafikleri ¢izildi ve ortalama lif ¢aplari hesaplandi. Elde edilen SEM

mikrograflari ve lif cap1 dagilim histogramlar1 Sekil 4.18 ve ortalama lif ¢aplar1 Cizelge 4.6’da

verilmigtir.

Cizelge 4.6 PCL, CA ve PCL-CA (9:1; 7:3; 5:5; 3:7; 1:9, v:V) nanoliflerinin ortalama lif ¢caplari

PCL PCL-CA PCL-CA PCL-CA PCL-CA PCL-CA cA
9:1,viv)  (7:3,viv)  (5:5,viv)  (3:7,viv)  (1:9,viv)

Ortalama
Lif Capr

(nm)

150,00 293,31 373,68 422,06 350,00 331,65 274,10
+46,04 +3,00 +6,75 +23,38 +32,67 +52,81 +5,92



58

W o W T 0
Uit gapi (am)

w1
Ui gapi (am)

™ ow w w w
Lifgapi (nm)

Sekil 4.18 A) %10 PCL, B) PCL-CA (9:1, v:v), C) PCL-CA (7:3, v:v), D) PCL-CA (5:5, v:v), E) PCL-CA (3:7,
viv), F) PCL-CA (1:9, viv) ve G) %15 CA nanoliflerinin SEM mikrograflari ve lif ¢ap1 dagilim histogramlari

4.2.2. PCL-CA Nanoliflerin HaCaT hiicre canlihig iizerine etkileri

PCL-CA nanoliflerinin HaCaT hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin incelenmesi icin 24, 48
ve 72 saatlik denemeler gerceklestirildi. Sekil 4.19 A 24 saat, Sekil 4.19 B 48 saat ve Sekil 4.19
C’de 72 saat denemeleri sonucunda elde edilen grafikler verilmistir. Elde edilen degerler
dogrultusunda mandelik asit ile gergeklestirilecek olan ¢alismalarda PCL-CA (9:1; v:iv)

formiilasyonuyla devam edilmesi kararlastirildi.
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Sekil 4.19 PCL, CA ve PCL-CA (9:1; 7:3; 5:5; 3:7; 1.9, v:v) nanoliflerinin A) 24 saat, B) 48 saat ve C) 72 saat
kiiltivasyon siireleri sonunda HaCaT hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkileri. (*** P<0,05)
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4.2.3. PCL, CA ve PCL-CA nanoliflerinin FTIR analizleri

PCL-CA nanoliflerinin icerigindeki CA’1n gosterilebilmesi amaciyla PCL, CA ve PCL-
CA (9:1, v:v) orneklerinde gergeklestirilen FTIR analizleri sonucunda elde edilen spektrumlar
Sekil 4.20°de verilmistir.

100 e
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— PCL

204

;DDU 30'00 20‘00 10.00
Dalga sayisi (1/cm)

Sekil 4.20 PCL, CA ve PCL-CA (9:1, v:v) nanoliflerinin FTIR spektrumlari

4.2.4. PCL-CA-MA nanoliflerinin karakterizasyonu

4.2.4.1. Isik mikroskobu

Farkli oranlarda mandelik asit (25; 50; 100; 250; 500 mM) PCL-CA (9:1, viv)
nanoliflerinin karakterizasyonundaki ilk basamak 151k mikroskobu goriintiilerinin alinmasidir.
Bu asamada temel olarak lif iiretilip tiretilemedigi ve genel olarak morfolojileri incelendi. Elde

edilen goriintiiler Sekil 4.21°de verilmistir.
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Sekil 4.201 A) 25 mM; B) 50 mM; C) 100 mM; D) 250 mM ve E) 500 mM mandelik asit igeren PCL-CA-MA
nanoliflerinin 151k mikroskobu goriintiileri

4.2.4.2. Temas acis1

PCL-CA-MA (25; 50; 100; 250; 500 mM) nanoliflerinin hidrofilik/hidrofobik
karakterlerinin belirlenmesi amaciyla Attention Theta Gonimeter cihaziyla temas olc¢limleri

alindi. Elde edilen goriintiiler Sekil 4.22; ilgili degerler ise Cizelge 4.7°de verilmistir.

_ _
Sekil 4.212 A) 25 mM; B) 50 mM; C) 100 mM; D) 250 mM ve E) 500 mM mandelik asit igeren PCL-CA-MA
nanoliflerinin temas agis1 goriintiileri

Cizelge 4.7 PCL-CA-MA (25; 50; 100; 250; 500 mM) nanoliflerinin temas agist dlgiim degerleri

PCL-CA-MA 25 mM 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM

Temas Agisi (°) 130,25+2,87 129,77+1,41 125,49+7,06 91,38+3,60 44,72+6,82
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4.2.4.3. SEM

Karakterizasyon basamaginin son asamasinda PCL-CA-MA (25; 50; 100; 250; 500 mM)
nanoliflerinin morfolojileri detayli olarak incelenerek; SEM mikrograflar1 yardimiyla lif ¢ap1
dagilim grafikleri ¢izildi ve ortalama lif ¢aplar1 hesaplandi. Elde edilen SEM mikrograflari ve
lif cap1 dagilim histogramlar1 Sekil 4.23 ve ortalama lif ¢caplar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 PCL-CA-MA (25; 50; 100; 250; 500 mM) nanoliflerinin ortalama lif ¢aplar

PCL-CA-MA 25mM 50 mM 100 mM 250 mM 500 mM

Ortalama Lif
351,04+33,41 361,06+18,46 241,03+15,71 192,33+11,89 262,64+20,21
Cap1 (nm)
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Sekil 4.223 PCL-CA-MA A) 25 mM; B) 50 mM; C) 100 mM; D) 250 mM; E) 500 mM nanoliflerinin SEM
mikrograflari ve lif ¢ap1 dagilim histogramlari
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4.2.5. PCL-CA-MA nanoliflerinin HaCaT hiicre canlihigi iizerine etkileri

PCL-CA-MA nanoliflerinin HaCaT hiicre canlilig1 iizerine etkilerinin incelenmesi i¢in
24, 48 ve 72 saatlik denemeler gerceklestirildi. Sekil 4.24 A 24 saat, Sekil 4.24 B 48 saat ve
Sekil 4.24 C’de 72 saat denemeleri sonucunda elde edilen grafikler verilmistir. Elde edilen
degerler dogrultusunda PCL-CA-MA (25 mM) formiilasyonuyla yara kapama caligmalarinin

gercgeklestirilmesine karar verildi.

Hiicre Canhlik Grafigi (48 saat)
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Sekil 4.234 PCL-CA (9:1, v:v) ve PCL-CA-MA (25; 50; 100; 250; 500 mM) nanoliflerinin A) 24 saat, B) 48
saat ve C) 72 saat kiiltivasyon siireleri sonunda HaCaT hiicrelerinin canlilig1 iizerine etkileri. (*** P<0,0001)

4.2.6. PCL-CA-MA nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri
PCL-CA (9:1, viv) ve PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri

Culture-Insert kullanilarak; 500 um agikliginda olusturulan yara agikliklarinin 0-2-4-6-8 ve 24.

saatlerde elde edilen goriintiilerinin incelenmesiyle degerlendirildi. Elde edilen mikroskop
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fotograflarindaki (Sekil 4.25) yara aciklig1 ImagelJ programu ile dlgiilerek Sekil 4.26°da verilen
yara kapama modeli grafigi olusturuldu. Elde edilen veriler degerlendirildiginde PCL-CA (9:1,
v:v) ve PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin % yara kapama etkinlikleri sirasiyla 4. saatte
17,88+3,34 ve 39,35+12,46; 6. saatte 19,36+6,64 ve 65,31+10,74; 8. saatte 29,07+£7,66 ve
94,78+6,77 olarak hesaplanmstir.

0. saat 4. saat 6. saat 8. saat 24. saat

Sekil 4.245 Culture-Insert kullanilarak HaCaT hiicreleri iizerinde olusturulan yara agikliginin PCL-CA (9:1, v:v)
ve PCL-CA-MA (25 mM) nanolifleri ile yara kapama etkinliklerinin farkli zaman araliklarinda mikroskop
gorintiileri

PCL-CA-MA
25 mM)

PCL-CA (9:1)
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Sekil 4.256 PCL-CA (9:1, v:v) ve PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin HaCaT hiicreleri lizerinde yara kapama
etkinlikleri (*** P<0,001).
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4.2.7. PCL-CA-MA nanoliflerinin zamana bagh temas acis1 degerlerinin incelenmesi

Attention Theta gonimeter cihaziyla gerceklestirilen zamana bagimli 6l¢iim sonucunda
Sekil 4.27°de verilen goriintiiler ve Cizelge 4.9°da verilen 6l¢iim degerleri elde edildi. Elde
edilen sonuglara gore zamana bagli olarak temas agis1 6l¢lim degerlerinde azalma meydana

geldigi bir saatin sonunda tamamen kayboldugu gozlendi.

[0ax - 1dk - [sax -— 10 dk -
15 dk —_— 30dk - [45aK - | [60ax -

Sekil 4.267 PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin zamana bagli olarak (0-1-5-10-15-30-45-60 dk) temas
acilarinda meydana gelen degisim

Cizelge 4.9 PCL-CA-MA (25 Mm) nanoliflerine ait 0-1-5-10-15-30-45 ve 60 dk sonunda elde edilen temas agisi
Olciim degerleri

Siire (dk) 0 1 5 10 15 30 45 60

Temas
125,23 12399 120,80 116,29 111,34 88,5 43,42 0

agisi (°)

4.2.8. PCL, CA, PCL-CA ve PCL-CA-MA nanoliflerinin sisme testleri

PCL, CA, PCL-CA (9:1, viv) ve PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin sisme
kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen c¢alisma sonucunda elde veriler

dogrultusunda Sekil 4.28°de verilen grafik elde edildi.
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Sekil 4.278 PCL, CA, PCL-CA (9:1), PCL-CA-MA (25mM) nanolifleri i¢in elde edilen sisme testi sonuglari.
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5. TARTISMA

Polimer ¢ozeltilerinden yola ¢ikarak elektroegirme teknolojisi ile nanoliflerin {iretimi,
islem basamaklarmin optimizasyonu, karakterizasyonu ve elde edilen platformlarin doku
miithendisligi ¢calismalarinda kullanim potansiyellerinin arastirilmasi amaciyla gerceklestirilen
“Doku Miihendisliginde Kullannrma Uygun Nanoliflerin Elektroegirme ile Uretimi ve
Karakterizasyonu” proje; PCL-Kar-COY nanoliflerinden doku iskelesi gelistirilmesi ve PCL-
CA-MA nanoliflerinden yara Ortlisii gelistirilmesi olmak {izere iki ayr1 bashk altinda

gerceklestirildi.

Canli dokularin islevlerini yerine getirmek veya desteklemek amaciyla kullanilan dogal
ya da sentetik malzemeler olarak biyomalzemeler; siirekli veya belirli araliklarla viicut
akiskanlari ile temas halindedir. Biyolojik sistemlerle ara ylizey olusturarak ya da dokularin,
organlarin ve viicut fonksiyonlarinin yerine gegerek iyilesmesini, bilylimesini ve onarilmasini
saglar. Biyomalzemeler doku miihendisligi ¢alismalarinda genellikle doku iskelesi (scaffold)
olarak kullanilmaktadir. Doku iskeleleri yapisal destek saglayarak hiicrelerin tutunmasina ve
cogalmasina olanak verir. Ayrica hiicre tutunmasi ve gocii, hiicre ve biyokimyasal molekiillerin

iletimi ve gerekli besinlerin diflizyonuna olanak taniyacak yapida olmalar1 gerekir.

Projenin doku iskelesi gelistirilmesine yonelik ilk kisminda farkli karigim oranlarindaki
PCL ile K-karragenan polimeri birlikte kullanilarak elektroegirme teknigi ile nanolif tiretimi
gerceklestirildi. Karakterizasyon ve in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda uygun goriilen
PCL-Kar orani1 belirlenerek biyoaktif bilesen ile zenginlestirme basamagina ge¢ildi. Bu amagla;
PCL-Kar nanolifleri farkli miktarlarda Nigella sativa tohum yagi ile birlikte hazirlanarak elde
edilen nanoliflerin karakterizasyonu ve in vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 gergeklestirildi. En
etkin PCL-Kar-COY oranmin belirlenmesinin ardindan in vitro yara modeli olusturularak

nanoliflerin yara kapama etkinlikleri incelendi.

Projenin her iki kisminda da; nontoksik, biyouyumlu, yiiksek mekanik 6zelliklere sahip,
biyobozunur (diisiik bozunma hizi), diisiik maliyetli ve FDA onayli (Barhoum et al., 2019;
Ghosal et al., 2017; Kee Woei Ng et al., 2001; Li et al., 2003; Ranjbar-mohammadi and
Bahrami, 2015) olmasi gibi 6zellikleri nedeniyle PCL polimerinin kullanimi tercih edilmistir.
PCL polimer ¢6zeltilerinin hazirlanmasinda aseton, asetik asit, kloroform, DCM, DMF, formik
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asit, HFIP, THF gibi birgok farkli ¢6zgen veya ¢ozgen sistemleri kullanilmaktadir (Abedalwafa
et al., 2013). Nanoliflerin kullanilan ¢dzgene gore yiizey oOzellikleri, biyouyumluluk,
elektroegrilme gibi bir¢ok Ozelliginin etkilendigi bilinmektedir. Proje kapsaminda PCL
polimer ¢6zeltilerinin hazirlanmasinda FA/Ac (3:7) ¢dzgen sistemi kullanilmigtir (Prasad et al.,
2015).

Elektroegirme ile iiretilen nanoliflerin yapisal 6zelligi, hiicre baglanmasina etki
etmektedir. Bu nedenle, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmasi1 amaglanan herhangi
bir iskelenin ECM yapisin1 iyi bir sekilde taklit etmesi gerekir. Bu baglamda, sentetik
polimerlerin fonksiyonel gruba sahip olmamalar1 ve birgogunun yiiksek hidrofobik karakteri
dezavantaj teskil etmektedir. Dogal polimerlerin kullaniminda ise zayif mekanik 6zellikler ve
biyobozunurluklarinin hizli olmasi genel kullanimlarini sinirlandirmaktadir. Hem sentetik hem
de dogal polimerlerden elde edilen malzemelerin avantaj ve dezavantajlari g6z Oniine
alindiginda, farkli polimer karisimlarinin kullanimi yayginlagmaktadir. Sentetik polimerler,
elde edilen liflerin kolay islenebilirligini ve iyi mekanik Ozelliklerini saglarken, dogal
polimerler, liflerin iyilesme siirecinde yer alan biyomolekiillerle aktif olarak etkilesime girme
kapasitesini artirmaktadir (Abrigo et al., 2014; Gunn and Zhang, 2010). Bu amagla projede
kapsaminda lineer siilfatlanmis dogal bir polisakkarit olan K-Karragenan kullanilmasi tercih
edildi. Karragenanlar, biyouyumluluk, biyobozunurluk, yiiksek jellesme kapasitesi, diisiik
maliyet, protein ve enzimlerle kovalent baglanabilmesi gibi Ozellikleri sayesinde birgok
biyoteknolojik uygulamada biiyiik ilgi gormektedir (Elnashar and Yassin, 2009; L. Li et al.,
2014; Nogueira et al., 2016; Nourmohammadi et al., 2017; Santo et al., 2009). Daha 6nce Popa
ve ark. tarafindan yas egirme yontemi kullanilarak aljinat/karragenan nanolifleri hazirlanmstir.
Igili ydntemde, nanoliflerin suda ¢dziinmesini engellemek i¢in kalsiyum kloriir ile muamelesi
ek bir islem basamagi getirmektedir. Ayrica gerceklestirilen ¢alismada nanoliflerin hidrofilik
karakterizasyonlar1 hakkinda herhangi bir bilgiye rastlanmamistir (Popa et al., 2011). Tiim bu
Ozellikleri ve tasidigi yiiksek potansiyel nedeniyle projenin doku iskelesi gelistirilmesine
yonelik ilk kisminda PCL ile birlikte K-karragenan kullanilmistir. K-karragenan polimerinin
suda ¢Oziiniirliigli ¢cok yiiksek olmasina karsin organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigli sinirhidir.
Aseton igerisinde ise %55 oraninda ¢oziinlirlik gosterdigi bilinmektedir (Ramakrishnan and
Prud’Homme, 2000). Proje kapsaminda Kar polimer ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda FA/Ac

(3:7, viv) ¢ozgen sistemi kullanildi.
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PCL-Kar nanoliflerinin morfolojilerinin ve nanolif ¢aplarinin belirlenmesi amaciyla SEM
goriintlileri alindi. Gortintiiler ImageJ programi ile degerlendirilerek ortalama nanolif caplari
ve nanolif ¢ap1 dagilim histogramlar1 olusturuldu. Elde edilen sonuglar dogrultusunda PCL,
PCL-Kar (9:1, v:v), PCL-Kar (8:2, v:v), PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar (5:5, v:v) nanoliflerin
ortalama lif ¢aplar sirastyla 233,85 + 8,22 nm; 127,37£3,49; 130,65+2,99; 148,43+18,97 ve
79,27+2,03 olarak hesaplandi. Nanoliflerin igerigindeki Kar orani arttik¢a ortalama caplarda
incelme oldugu gozlendi. Bunun temel nedeni Kar yapisindaki iyonlasabilen gruplarin polimer
¢ozeltilerinin iletkenligini arttirmasi ve sonug olarakta daha ince nanoliflerin elde edilmesi
olarak agiklanabilir (Aras et al., 2019; Ramakrishna et al., 2005). PCL-Kar nanoliflerinin temas
acist Ol¢iim sonuglarinda ise K-karragenanin hidrofilik karakterinden dolay1 beklendigi lizere
nanolif icerigindeki oram arttikca temas agis1 degerlerinde hidrofobik 6zellikten hidrofilik

ozellige dogru kayma gozlendi.

PCL-Kar nanoliflerinin in vitro hiicre kiiltiirii denemeleri i¢in HaCaT hiicre hatti, model
olarak kullanildi. PCL-Kar nanolifleri iizerinde 48 ve 72 saat siireyle kiiltive edilen HaCaT
hiicrelerinin canliligi; hiicre g¢ekirdeklerinin DAPI ile isaretlenmesinin ardindan floresans
mikroskopla alinan goriintiilerin iglenmesiyle belirlendi. 48 saat siiren canlilik denemesinin
sonuglart incelendiginde istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmezken; 72 saat siiren
denemenin sonuglaria gore; PCL-Kar (7:3, v:v) nanolifleri lizerinde kiiltive edilen hiicrelerin
canlili1 kontrol grubu olan PCL nanolifleri tizerinde kiiltive edilenlere kiyasla %154,72+18,32
olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar dogrultusunda nanoliflerin zenginlestirilmesi amaciyla
farkli miktarlarda Nigella sativa yagi igeren PCL-Kar (7:3, v:v) nanoliflerinin kullanilmasina

karar verildi.

PCL-Kar nanoliflerinin K-Karragenan igeriginin kanitlanmasi amaciyla PCL, Kar ve
PCL-Kar (7:3, v:v) drnekleri i¢in FTIR analizleri; PCL ve PCL-Kar (7:3, v:Vv) 6rnekleri i¢in ise
SEM-EDS analizleri gergeklestirildi. FTIR analizlerinde PCL-Kar (7:3, v:V) nanolifi i¢in elde
edilen spektrumda K-karragenan parmak izi bolgesinde karakteristik piklere icerikteki
baslangi¢ karragenan miktarinin (%0,5) az olmasi nedeniyle rastlanamadi. Bu nedenle
orneklerde SEM-EDS analizleri gergeklestirilmesine karar verildi. SEM-EDS analizleri
sonucunda elde edilen sonuglar incelendiginde ise PCL nanoliflerinde kiikiirt elementine ait pik
gozlenmezken; PCL-Kar (7:3, v:v) nanoliflerinde %3,38 (agirlik olarak) - %1,51 (atomik

olarak) K-karragenanin yapisinda yer alan kiikiirt varligi kanitlandi.
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Nanolifler yara iyilesme proseslerinde klasik preparatlardan farkli olarak; hasarl
dokunun iizerini ortmenin yani sira yiiksek gozenekli yapisi sayesinde daha etkin oksijen
transferine olanak tanimasiyla birlikte biyoaktif molekiillerin salimina da imkan vermektedir
(Sundaramurthi et al., 2014). Projenin doku iskelesi gelistirilmesine yonelik ilk kisminda PCL-
Kar nanoliflerin biyoaktif bilesenle zenginlestirilmesinde; analjezik, anti-inflamatuvar,
antioksidan ve yara iyilestirici gibi 6zellikleri nedeniyle Nigella sativa tohumu yagi kullanildi
(Apaydin and Gedikli, 2019; Guler et al., 2014; Kalhori et al., 2019; Ng et al., 2011).

Son konsantrasyonu 2,5; 5; 10; 25 ve 50 mg/mL olacak sekilde ¢orek otu yagi (COY)
iceren PCL-Kar-COY elektroegirme ¢ozeltilerinden yola ¢ikilarak PCL-Kar-COY nanolifleri
elektroegirme teknigi ile iretildi. Karakterizasyon amaciyla gerceklestirilen temas agisi
sonuclar1 degerlendirildiginde; PCL-Kar-COY nanoliflerinin igerigindeki ¢orek otu yagi
miktarinin artmasina bagl olarak ortalama lif ¢aplarinin arttig1 gozlendi. PCL-Kar (7:3, v:v) lif
caplarma (148,43+18,97) kiyasla ¢orek otu yagi iceren nanoliflerin ortalama lif ¢aplari daha
diisiik (50 mg/mL harig) bulundu. Elde edilen bulgu ¢orek otu yaginin asidik bir yapiya sahip
olmasiyla agiklanabilir. S6yle ki; Ramakrishna ve ark. tarafindan yapilan ¢alismaya gore,
egirme cozeltisine asidik bir bilesen eklenmesi, iyon sayisindaki artis nedeniyle ¢ozeltinin
iletkenliginde artisa neden olur. Bunun sonucunda da nanoliflerin capinin etkilenebildigi ve
daha iletken ¢ozeltilerden daha ince nanolifler tiretilebildigi goriilmektedir (Aras et al., 2019;
Ramakrishna et al., 2005).

PCL-Kar-COY nanoliflerinin in vitro hiicre kiiltiirii denemeleri i¢in HaCaT hiicre hatti,
model olarak kullanildi. 72 saat siiren c¢alismanin sonucunda elde edilen sonuglar
dogrultusunda; PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri lizerinde kiiltive edilen hiicrelerin
canlilig1 kontrol grubu olan PCL-Kar (7:3, v:v) nanolifleri {izerinde kiiltive edilenlere kiyasla
%136,96+30,27 olarak belirlendi. Artan COY igerigine bagli olarak da 25 mg/mL ve 50 mg/mL
COY igeren nanoliflerin hiicre canliligina olumsuz yonde etki ettigi (sirasiyla %86 ve %43)
gozlendi. Ilerleyen siirecte yara kapama modeli olusturulmasi ve floresan mikroskopla
goriintiileme caligmalarinda Nigella sativa yagi iceren nanolif formiilasyonlarindan PCL-Kar-

COY (10 mg/mL) nanoliflerinin kullanilmasina karar verildi.

PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri incelenirken; standart

bir yara aciklig1 olusturmasi ve ¢izik atma yontemine kiyasla mekanik bir hasar olugturulmasina
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gerek kalmamasi nedeniyle 2 kuyucuklu Culture-Insert (ibidi) tercih edildi. Ilk 24 saat
icerisinde PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri ile kontrol grubu olan PCL-Kar (7:3, v:v)
nanolifleri arasinda anlamli bir farklilik gézlenmedi. 48. saat i¢in ise PCL-Kar (7:3, v:v) ve
PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri sirasiyla %27,95+8,97 ve %43,16+£15,56 yara kapama
etkinligi gosterirken; 72. Saat bu degerler %25,41£14,07 ve %48,33+14,72 olarak hesaplandi.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda N. sativa tohum yaginin tasidigi proliferasyon ve yara
kapama etkinliklerini (Apaydin and Gedikli, 2019; Guler et al., 2014). PCL-Kar-COY (10
mg/mL) nanoliflerinin de tasidigi gosterilerek zenginlestirme isleminin basarili oldugu

sonucuna ulasildu.

Son olarak Rhodamine B igeren PCL-Kar-COY (10 mg/mL) nanolifleri lizerinde 72 saat
stireyle HaCaT hiicreleri kiiltive edildikten sonra Alexa Fluor™ 488 Phalloidin ve DAPI ile
boyanarak floresan mikroskop goriintiiler alindi ve ImageJ programi yardimiyla ¢akistirildi.
Elde edilen goriintiiler, gelistirilen nanoliflerin bozunmadan kaldigin1 ve yiizeylerinde
hiicrelerin tutunmasina olanak tanidigini gosterdi. Ayrica, in vitro hiicre kiiltiirii denemelerinde
elde edilen sonucglarin da hiicreler ve nanolifler arasindaki etkilesimden kaynaklandiginin
kanitlanmasina olanak tamidi. PCL, PCL-Kar (7:3, v:v) ve PCL-Kar-COY (10 mg/mL)
nanolifleri izerinde gravimetrik yontemle sisme testleri gergeklestirildi. Fizyolojik kosullar ve
in vitro hiicre kiltiirii galismalarinin parametrelerine de uyum gostermesi agisindan calisma
parametreleri sisme testi pH=7,4’te 37 °C ‘de gergeklestirildi. Hidrofilik karakterli K-
karragenan iceriginin yiiksek olmasindan dolay1 PCL-Kar (7:3, v:v) nanolifleri en yiiksek sisme
kapasitene sahipken; hidrofobik karakterli COY igerigi nedeniyle PCL-Kar-COY (10 mg/mL)
nanoliflerinin sisme kapasitesi daha diisiik hesaplandi. Hidrofobik bir polimer olan PCL
kullanilarak elde edilen PCL nanoliflerinin ise digerlerine kiyasla en diisiik sisme kapasitesine
sahip oldugu belirlendi. Johnson ve ark tarafindan kitosan-Kar hidrojellerinin kullanildig:
calismada sisme kapasitelerinin 6. saate kadar hizla arttig1 (%4000 dolaylarinda) daha sonradan
neredeyse sifirlandig1 rapor edilmistir (12. Saatte). Bunun nedeni ise yiiksek derecede sismis
hidrojellerde bag kopmasimnin, kirilgan yapilarindan kaynaklanmasi olarak agiklanmistir.
(Johnson et al., 2020). Bu baglamda elde edilen nanoliflerin yapilarinda herhangi bir bozulma

olmamas1 gelistirilen platformlarin bir avantaj1 olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Yara ortiisti gelistirilmesine yonelik gerceklestirilen projenin ikinci kisminda PCL ile CA

polimeri birlikte kullanilarak nanolif iiretimi gergeklestirildi. Farkli karisim oranlarinda PCL-
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CA ¢ozeltilerinden elektroegirme teknigi ile nanolif liretimi gerceklestirildi. Karakterizasyon
ve in vitro hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 sonucunda uygun goriilen PCL-CA orani belirlenerek
biyoaktif bilesen ile zenginlestirme basamagina gecildi. Bu amagla; PCL-CA nanolifleri farkl
miktarlarda mandelik asit ile birlikte hazirlanarak elde edilen nanoliflerin karakterizasyon ve in
vitro hiicrii kiiltiirii galismalar1 gergeklestirildi. En etkin PCL-CA-MA oraninin belirlenmesinin

ardindan in vitro yara modeli olusturularak nanoliflerin yara kapama etkinlikleri incelendi.

Elektroegirme teknigi ile CA nanoliflerinin elde edilmesinde DMF (Ju and Oh, 2017),
aseton:dimetilasetamid (Matos et al., 2018) asetik asit:su (Boriboon et al., 2018; Han et al.,
2005), diklorometan:metanol (Ramphul et al., 2017), aseton:su (Son et al., 2004),
aseton:DMF:trifloroetilen (Ma et al., 2005), DMF:dioksan (Zhang and Hsieh, 2008) ve
aseton:dimetilasetamid (Liu and Tang, 2007) gibi bir ¢ok ¢bzgen ve ¢dzgen sistemi
kullanilabilmektedir. Gergeklestirilen caligmalarda CA polimer c¢ozeltileri hazirlanirken
Ac:DMF (9:1, v:v) ¢ozgen sistemi tercih edildi. Ac; elektoregirme igin tercih edilen diisiik
yiizey gerilimi ve CA polimerinin ¢dziinlirligiiniin yiiksek olmasi nedeniyle (Liu and Hsieh,
2002), DMF ise ayni nedenlerin yani sira ¢oziniirliik parametrelerinin CA ile ¢ok yakin olmasi
ve elektroegirme ile CA nanoliflerinin liretiminde diisiik hacimde DMF bulundugu durumlarda
nanolif olusumunu olumlu yonde etkilemesi nedeniyle tercih edilmistir (Attari and Hausler,

2020; Lee et al., 2018).

PCL-CA nanoliflerinin morfolojilerinin ve nanolif ¢caplarinin belirlenmesi amaciyla SEM
goriintiileri alindi. Gortintiiler ImageJ programi ile degerlendirilerek ortalama nanolif ¢aplari
ve nanolif ¢ap1 dagilim histogramlar1 olusturuldu. Elde edilen sonuglar dogrultusunda PCL,
PCL-CA (9:1; v:v), PCL-CA (7:3, v:v), PCL-CA (5:5, v:v), PCL-CA (3:7, v:v), PCL-CA (1:9,
v:v) ve CA nanoliflerinin ortalama lif c¢aplar1 sirasiyla 150,00+46,04; 293,31+3,00;
373,68+6,75; 422,06+23,38; 350,99+32,67; 331,65+52,81; 350,99+32,67 ve 274,10+5,92 nm
olarak hesaplandi. Farkli oranlarda hazirlanan PCL-CA nanoliflerinin temas acgis1 degerleri

incelendiginde de ornekler arasinda bariz farklanmanin olmadig1 gézlendi.

PCL, CA ve farkli oranlarda PCL-CA ¢dzeltilerinden elektroegirme yontemiyle tiretilen
nanoliflerin HaCaT hiicre canlilig1 lizerine etkileri MTT testi ile belirlendi. 24, 48 ve 72 saat
siireyle gergeklestirilen calismalar sonucunda kontrol grubu olarak kullanilan PCL

nanoliflerinin uygulandig:1 hiicrelere kiyasla diger nanolif Orneklerinde anlamli bir fark
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gozlenmedi. Bu nedenle SEM mikrograflar1 ve ortalama lif ¢aplarina bakildiginda; farkli
oranlarda hazirlanan PCL-CA nanolifleri igerisinden diger o6rneklere nazaran, nispeten daha
diisiik ortalama lif ¢apina (293,31+3,00) ve tek diize-boncuksuz bir yapiya sahip olan PCL-CA

(9:1, v:v) nanolifleri ile projeye devam edilmesine karar verildi.

PCL-CA nanoliflerinin CA igeriginin kanitlanmas1 amaciyla PCL, CA ve PCL-CA (9:1,
v:V) &rnekleri igin FTIR analizleri gerceklestirildi. Tiim &rnekler igin igin 1740-1745 cm?
(C=0); 1370 cm™* (C-CHs); 2940 cm™ ve 2860 cm™ sirasiyla asimetrik ve simetrik CHz; 1240
cm™ (C-O-C) gerilmelerinden kaynakli olan pikler gézlendi (Aleméan-Dominguez et al., 2019;
Gaminian and Montazer, 2017; Yezer and Demirkol, 2020). Nanoliflerin FTIR spektrumlari
arasindaki temel farklilik CA’nin yapisindan kaynakli olarak 3480 cm™ dalga sayisi etrafindan
goriinen karaktersitik -OH gerilmesinden kaynaklanmaktadir (Gaminian and Montazer, 2017,
Yezer and Demirkol, 2020). CA nanoliflerin bu pik belirgin bir sekilde gézlenirken PCL-CA
(9:1, v:v) nanoliflerinde belirgin degildir.

Pasif, interaktif, gelismis ve biyoaktif olarak dort ana smifta degerlendirilen yara
ortiilerinden; iyilesme siirecini hizlandirmasi, enfeksiyonu 6nlemesi, deri yapisini ve iglevini
eski haline getirmesi beklenmektedir. Bunlarin icerisinde yara iyilesme siirecinde aktif rol
oynayan biyoaktif bilesenlerle zenginlestirilmis yara ortiileri 6n plana ¢ikmaktadir. Projenin bu
kisminda antibakteriyel, antiinflamatuar ve hiicre proliferasyonuna katkida bulunmasi gibi
tasidig1 6zellikler nedeniyle PCL-CA (9:1, v:V) nanoliflerinin zenginlestirilmesi amaciyla MA
kullanildi.

Biyaktif yara ortiilerinin gelistirilmesi amaciyla 25, 50, 100, 250 ve 500 mM MA igeren
PCL-CA-MA clektroegirme ¢ozeltileri kullanilarak nanolif dretimi gergeklestirildi.
Karakterizasyon ¢alismalar1 sonucunda PCL-CA-MA nanoliflerinin temas agilarinda nanolif
icerigindeki hidrofilik karakterli MA konsantrasyonunun artmasina bagli olarak beklenildigi
lizere diisiis gozlendi. Benzer seklide PCL-CA-MA nanoliflerinin ortalama lif ¢aplarinda da
MA konsantrasyonuna bagli olarak diisiis goézlendi. Daha once de bahsedildigi iizere, bu
diisiistin nedeni elektroegirme ¢ozeltisinin asidik igeriginin artmasina bagli olarak ¢dzeltinin
iyon siddetinin artmasi ve sonug olarak da iletkenlikte meydana gelecek artis nedeniyle gorece

olarak daha ince nanoliflerin iiretilebilmesidir (Aras et al., 2019; Ramakrishna et al., 2005).
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PCL-CA-MA nanoliflerinin HaCaT hiicre canlilig1 {izerine etkileri MTT yoOntemi ile
belirlendi. Gergeklestirilen ¢aligsmalar sonucunda 24 ve 48 saat sonunda kontrol grubu olan
PCL-CA (9:1, v:v) nanoliflerine kiyasla herhangi bir MA Kkonsantrasyonuna bagli olarak
HaCaT hiicre canliliginda bir artis gozlenmedi. Fakat 72 saat sonuglari incelendiginde PCL-
CA-MA (25 mM) nanoliflerinin uygulandigi hiicrelerin canliligt %182,01+3,68 olarak
belirlenerek kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlendi. Ayrica
nanoliflerdeki artan mandelik asit konsantrasyonuna bagl olarak da 24, 48 ve 72 saat sonunda
(250 mM, 500 mM;) HaCaT hiicrelerinin canlilig1 {izerine olumsuz etki gosterdigi belirlendi.
Elde edilen sonuglar dogrultusunda nanoliflerin yara kapama etkinliklerinin incelenmesinde

PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin kullanilmasina karar verildi.

PCL-CA-MA (25mM) nanoliflerinin yara kapama etkinlikleri projenin ilk kisminda da
oldugu gibi 2 kuyucuklu Culture-Insert (ibidi) kullanilarak gergeklestirildi. Kontrol grubu
olarak PCL-CA (9:1, v:v) nanoliflerinin kullanildig1 ¢alisma 24 saat sonunda her iki 6rnek i¢in
olusturulan yara agikliginin kapanmasi nedeniyle 24. saatte sonlandirildi. PCL-CA-MA (25
mM) nanoliflerinin kontrol grubuna kiyasla 4. saatten itibaren daha hizli kapanma dinamigi
sergiledigi gozlendi. Ayrica olusturulan yara modelinde ilk temasin da 8. saatte gerceklestigi

belirlendi.

Temas agis1 degeri PCL-CA (9:1, v:v) nanolifleri (baslik 4.2.1.2) ig¢in 123,98+6,19 °
olarak ol¢iiliirken; PCL-CA-MA (25mM) nanolifleri (baslik 4.2.3.2) i¢in 130,25+2,87 ° degeri
elde edildi. Igerigindeki mandelik asitten kaynakli olarak PCL-CA-MA (25 mM) nanoliflerinin
hidrofilik karakterinde ve dolayisiyla da temas agilar1 degerlerinde diisiis beklenmekteydi fakat
sonuglar incelendiginde tam tersi bir durum s6z konusudur. Nanoliflerin hifrofilik /hidrofobik
Ozelliklerini netlestirebilmek i¢in zamana bagl 6l¢timler alindi. Elde edilen 6l¢iim sonuglarina
gore nanoliflerin temas acisinda zamanla azalma gozlendi. Son olarak PCL, CA, PCL-CA (9:1,
v:v) ve PCL-CA-MA (25mM) nanoliflerinin sisme testleri gravimetrik metotla gergeklestirildi.
72 saat siiren ¢alisma sonugclari incelendiginde; PCL nanolifleri digerlerine nazaran hidrofobik
karakterinden dolayr en diisik sisme kapasitesine (% sahipken, PCL-CA (9:1, viv)
nanoliflerinde igerikteki CA’dan kaynakli olarak PCL nanoliflerinden, PCL-CA-MA (25mM)
nanolifleri de igerigindeki hidrofilik karakterli mandelik asitten kaynakli olarak PCL-CA (9:1,
v:v) nanoliflerinden daha yiiksek sisme yetenegi gosterdi. CA nanolifleri ise diger nanoliflere

kiyasla oldukg¢a yiiksek sisme degerleri gosterdi. CA nolifleri igin literatiirle uyumlu bir sekilde,
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suyun liflere niifuz etmesine olanak tanidigi ve sudaki diisiik ¢oziiniirliigii nedeniyle dayanikli
ve ideal bir materyal oldugu sonucuna varildi (Nootem et al., 2018; Phiriyawirut and
Phaechamud, 2012; Taepaiboon et al., 2007).

Sonug olarak yara iyilesme proseslerinde etkin rol oyanyacak aktif yara oOrtiileri
gelistirilmesi amaciyla yola ¢ikilan projenin ikinci kismi da, PCL-CA-MA (25 mM)

nanoliflerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda basarili bir sekilde sonlandirildi.
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6. SONUC

“Doku Miihendisliginde Kullanima Uygun Nanoliflerin Elektroegirme ile Uretimi Ve
Karakterizasyonu” baslikli proje calismasi kapsaminda doku iskelesi gelistirilmesi ve yara
ortiisti gelistirilmesine yonelik olmak tizere iki ayr1 ¢calisma gergeklestirildi. Bu amagla farkli
polimer ¢ozeltilerinden yola ¢ikilarak elektroegirme teknolojisi ile nanoliflerin iiretimi, islem
basamaklarinin optimizasyonu, karakterizasyonu ve elde edilen platformlarin doku

miihendisligi calismalarinda kullanim potansiyelleri detayl1 bir sekilde arastirildi.

Projenin ilk kisminda Poli(e-kaprolakton)-K-Karragenan—Corek otu tohumu yagi (PCL-
Kar-COY) nanoliflerinden doku iskelesi gelistirilmesine yonelik yiiriitilen ¢aligmalar
sonucunda; 10 mg/mL COY iceren PCL-Kar (7:3, v:v) nanoliflerinin HaCaT hiicrelerinin
yiizeye tutunup cogalmalarina imkan vererek hiicre canliligina olumlu yonde etkilerinin
gbzlenmesinin yani sira olusturulan yara kapama modeli ile hiicre gogiine de olanak saglayan
yap1 Ve igerige sahip oldugu kontrollii deneylerle gosterildi. Calismanin ikinci kisminda ise
Poli(e-kaprolakton)—Seliiloz asetat—-Mandelik asit (PCL-CA-MA) nanoliflerinden yara Ortiisii
gelistirilmesine yonelik ¢alismalar gergeklestirildi. 25 mM MA igeren PCL-CA nanoliflerinin
yara kapama etkinlikleri degerlendirildiginde nanolif temelli potansiyel bir biyoaktif yara

ortiisii gelistirildi.

Elde edilen ¢iktilar 1s18inda gelistirilen her iki nanolif temelli platform igin in vivo

caligmalar gerceklestirilerek ticarilesme potansiyelleri iizerinde durulabilir.
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