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OZET

Diyabet hastaligi tiim diinyada 250 milyon kiside, iilkemizde ise iilke niifusunun
%7,2 ‘sinde gorilmektedir. Bu hastalarin  %25’inde diyabetik ayak {ilseri
goriilmektedir. Ulkemizde saglikli istatiksel veriler olmasa da yaklasik 1.000.000 kisi
yanik nedeniyle hastanelere bagvururken, bunlarin 12.000 — 13.0001 hospitalize
edilmekte ve yaklagik 2000 kisi yanik nedeniyle hayatin1 kaybetmektedir. Bu
rakamlara bakildiginda diyabetik ayak {lserlerinin ve yaniklarin diinyada ve
tilkemizde Onemli vakalar oldugu goriilmektedir. Bu tez calismasi kapsaminda,
diyabetik ayak {ilserleri gibi kapanmayan yaralarin ve derin yamik yaralarinin
tedavisinde kullanilabilecek katmanli kolajen yara Ortiisii tasarlanmistir. Bu yaklagim
ile, derinin epidermis ve dermis tabakalarinin taklit edilmesi 6ngoriilmektedir. Bu
amagcla Oncelikle, epidermis tabakasini taklit edebilecek yapi igin, liyofilizasyon
(dondurarak kurutma) yontemiyle yiiksek ve diizgiin gozeneklilige sahip ayn1 zamanda
maliyet noktasinda daha avantajli olan ipek fibroin bazli siingerler tiretilmistir. Dermis
tabakasini temsilen ise ipek fibroin siingerlerin {izeri elektrospin yontemiyle kolajen
nanofiber tabakasiyla kaplanmistir. Kolajen nanofiber yap1 cildin orta katmaninda,
tizerinde yeni hiicrelerin biiyliyebilecegi bir elyaf agi olusturmus olacaktir. Ayni
zamanda yara iyilesmesinde, kolajen nanofiber yapilarin yeni cilt hiicrelerini yara
bolgesine ¢ekerek, iyilesmeyi hizlandiracagi 6ngoriilmektedir. Bu nedenle, yara temas
tabakas1 kolajen nanofiberden olusmaktadir. Olusan katmanli doku iskeleleri SEM,
TEM, FTIR, RAMAN ve DSC ile karakterize edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kolajen, Kolajen Nanofiber, Katmanh Yara Ortiisii,

Nanoteknoloji, ipek Fibroin Siinger, Yara Iyilesmesi.



SUMMARY

Diabetes mellitus is seen in 250 million people all over the world and 7,2% of
the country population in our country. Diabetic foot ulcers are seen in 25% of these
patients. Although there are no healthy statistical data in our country, approximately
1,000,000 people are hospitalized due to burns, 12,000 - 13,000 of them are
hospitalized and approximately 2,000 people lose their lives because of burns. These
figures show that diabetic foot ulcers and burns are important events in the world and
in our country. Within the scope of this thesis, a layered collagen wound dressing is
designed which can be used in the treatment of non-occlusive wounds such as diabetic
foot ulcers and deep burn wounds. With this approach, deep epidermis and dermis
layers are imitated. For this purpose, firstly, silk fibroin sponges have been produced
which have a high and uniform porosity by means of lyophilization (freeze drying),
which is also more advantageous at the cost point, in order to mimic the epidermis
layer. Representative of the dermis layer is covered with silk fibroin sponges with a
collagen nanofiber layer by electrospin method. The collagen nanofiber structure will
form a fiber network on the middle layer of the skin, where new cells can grow. At the
time of wound healing, collagen nanofiber structures are predicted to accelerate
healing by attracting new skin cells to the wound area. For this reason, the wound
contact layer is composed of collagen nanofiber. The resulting layered texture
scaffolds are characterized by SEM, TEM, FTIR, RAMAN and DSC.

Key Words: Collagen, Collagen Nanofiber, Multilayer Wound Dressing,
Nanotechnology, Silk Fibroin Based Sponge, Wound Healing.
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1.GIRIS

Yara tedavisinde yara yiizeyini Ortmenin yara iyilesmesini olumlu yodnde
etkiledigi cok eski yillardan beri bilinmektedir. Yara ylizeyinin agikta kalmasi ile
olusan s1vi/1s1/protein kayiplariin iyilesmeyi olumsuz etkiledigi yapilan ¢alismalarla
kanitlanmistir. Aga¢ kabugu ve yapraklariyla baslayan yara oOrtlisii uygulamalari,
yaranin korunmasinin yaninda iyilestirilmesine yonelik yapilan ¢alismalar ile devam
etmistir. Cin ve Misir’da yapilan arkeolojik kazilarda yara iyilesmesine yonelik bitki,
palmiye lifleri ve bal hamurlarinin kullanildig1 gértilmistiir [1].

Modern ¢agda yara iyilesmesi i¢in yeni bir anlayis ortaya ¢ikmistir. Bu anlayis;
iyi bir yara iyilesmesi i¢in uygun nemli bir ortam, yeterli bir oksijen sirkiilasyonu ve
bakteriyel kontaminasyondan korunmay1 savunmaktadir. Bu uygun sartlar1 saglamak
icin ¢esitli yara Ortiileri gelistirilmistir. Yara bolgelerini koruma amagli kullanilan
gazli bezler, dogal ya da sentetik bandajlar gibi pasif koruyucular yerine yara
bolgesinde optimum kosullar1 saglayan, aktif icerikler salan veya yara bolgesindeki
hiicrelerle dogrudan etkilesip yaranin iyilesmesini hizlandiran film, hidrokolloid ya da
jel gibi malzemelerin {iretimi bityiikk nem kazanmistir [2].

Gilinlimiizde ise yeni nesil biyopolimerlerin bulunmasi ve farkli iiretim
yontemlerinin gelistirilmesiyle, yara ortiileri ¢ok farkli ozellikler kazandirilarak
yaranin tedavi siirecini hizlandirmaktadir. Ayrica yara ¢evresinde olusturulan 1lik ve
nemli bir ortam sayesinde daha hizl1 ve basarili bir yara iyilesmesi saglanmaktadir. Bu
modern anlay1s, yara iyilesme siirecinde epitel hiicrelerin hareketine izin verecek ideal
ortam kosullarinin olusturulmasina dayanmaktadir. Yara tedavisi i¢in gerekli ideal
kosullar, yara etrafinda hiicre ve dokularin rejenerasyonuna izin verecek kadar nemli
bir ortam, etkin oksijen gegisi, diisiikk bakteriyel kontaminasyon ve hiicre dis1 matris
yapisini taklit edebilme olarak 6zetlenebilir. Tiim bu ihtiyaglar saglayabilmek i¢in tek
tip yara Ortiisii yeterli olamayacagindan modern yara Ortiileri 6n plana ¢ikmistir [2].

Yara ortiisii olarak kullanilan polimerlerin basinda kitin, kolajen, kitosan ve
jelatin (kolajenden tiiretilen bir protein) gelmektedir. Ozellikle Kolajen, bag dokusunun
yap1 tasidir ve viicutta yirmiden fazla tiirii vardir. Bunlardan ikisi, Tip 1 ve Tip 3, yara
lyilesmesinin ¢esitli asamalarinda gorev alir. Ayrica, yara iyilegsmesini bozan matriks
metalloproteinazlari baglayarak da iyilesmeye katki sagladigi yoniinde bulgular vardir.

Bununla birlikte bu ortiiler, at, sigir, tavuk gibi hayvanlardan elde edilen Tip 1



kolajenden iiretilmektedir. Absorpsiyon 6zelligi yiiksektir; agirliginin 10 katina kadar
eksudayr tutabilir fakat antimikrobiyal etkinligi ve debridman ozelligi yoktur.
Eksudali, enfekte olmayan yaralar i¢in kullanilabilir. Sekli kolay degistirilebilir
oldugundan, her tiirlii yaraya kolaylikla uygulanabilir. Ilk kullanimda hemostatik etkisi
vardir; kiigiik kanamalarda kontrol de saglar [3]. Piyasada, ped, jel ve toz halinde
bulunabilir. Kolajenin oksidize rejenere seliiloz (ORC) ile kombine edilip, etkisinin
arttirtlmis ve glimiis eklenerek antibakteriyel 6zellik katilmis formlar1 da vardir [4].
Kolajen igerikli ortiilerin, yaniklar ve diger kronik yaralarda etkin oldugunu gosterir
caligmalar olsada, diyabetik {lserlerde etkinligi ile ilgili yeterli ¢alisma
bulunmamaktadir. Kolajen + ORC igerikli ortiiler ile yapilan ¢alismalarda ise, gesitli
yaralarda daha hizli iyilesme gozlenmistir [5],[6].

Modern anlayista yara Ortiilerinin iiretiminde elektrospin yontemi ile nanofiber
yapisindaki yara Ortiilerinin tiretimi 6nem kazanmistir. Cilinkii bu yontemle hazirlanan
yara Ortileri diger yontemlerle hazirlanan friinlere gore birgok istlinliik
saglamaktadir. Nanolifler olusumlaria bagl olarak genis yiizey alanina sahiptirler.
Nanolifler, nanometre boyutunda olmalar1 ve rastgele yerlesimli yapilariyla
ekstraseliiler matris (ECM) yapisimt taklit edebilmektedir. Yarayr bakteriyel
penetrasyondan ve dehidratasyondan korumaktadirlar. Nanofiberlerin  elde
edilmesinde Ingilizcede “electrospinning” olarak adlandirilan elektro-spin ya da
elektro-egirme metodu, polimer ¢6zeltilerinden nanofiber iiretmek i¢in gelistirilmis bir
metottur. Gerekli yiiksek voltaj, yiiksek gerilim gii¢ kaynagindan 10-40 kV
mertebelerinde uygun hazirlanmis polimer ¢ozeltisine verilir. Yiiksek voltajin
olusturdugu elektrik alan igerisinde yliklenen polimer ¢o6zeltisi karsi kutup olarak
topraklanmis veya zit kutup ile yiiklenmis bir metal ylizey tizerine dogru spin hareketi
ile incelerek nanometre mertebelerinde lifler olusturur ve nanofiber membran ylizey
olusumunu saglar [4], [7],[8].

Elektrospin yontemiyle farkli fiziksel 6zellikteki polimerlerden farkli 6zelliklere
sahip nanofiber yapilar Tretilebilmektedir. Literatiirde c¢esitli elektrospin
yontemleriyle elde edilmis nanofiberli membranlar yara Ortiicii  olarak
kullanilmaktadir [4].

An ve arkadaslar1 [9] giimiis nano-partikiilleri PEO-Kitosan karisimina
ekleyerek elektrospini gergeklestirmislerdir. Calismada yer alan SEM goriintiilerinde

giimiis nanopartikiillii nanofiberlerin daha diizgiin dagilima sahip oldugu gézlenmistir.



TEM goriintiistinde ise glimiis partikiillerinin homojen olarak dagildig: goriilmekte ve
bu sayede antibakteriyel aktivite olumlu yonde etkilenmektedir.

Chen J. ve arkadaslar1 [10] kolajen-kitosan nanofiber yiizeyleri elektrospin
yontemiyle elde edilmislerdir. Yapilan degerlendirmelerde kolajen yap1 sayesinde yara
iyilesmesinin desteklendigi gorilmiis ve kolajen yapt hiicre ¢ogalmasini
desteklemistir.

Aktirk ve arkadaslarmin [11] yapmis oldugu c¢alismada 2:1 1:1 1:2 ve
0:1derisim oranlarinda serisin/kolajen kullanilmistir. En iyi sisme oranmi 1:1°de elde
edilmistir. Fakat artan kolajen veya serisin orant membranin etkisini azaltmigtir. En
yiiksek su buhari transmisyonu 1:2’de elde edilmistir. Artan serisin miktart kirllganligi
artirmasina ragmen yara Ortiisii i¢in uygun bir ortam olusmustur. Sonu¢ olarak
serisin/kolajen bilesimi esit veya serisin az oldugunda yara igin ideal ortam
olusmamustir.

Beppu ve arkadaslar1 [12] fibroin filmlerin yaranin iyilesme siiresinde yaray1 dis
etkilerden ve mikroorganizmalardan korudugunu ve goézenekli ipek filmlerin
vaskiilarizasyonu sagladigini bildirilmistir. Bu 6zellikleri ile ipek, yara iyilesmesi
uygulamalari i¢in uygun bir biyomalzemedir.

Sung Eun ve arkadaslari [13] farkli oranlarda poliiiretan-jelatin nanofiber
tiretimini elektrospin yontemiyle gerceklestirmisler ve iiretilen nanofiber ¢aplarinin
0.4 ile 2.1 mikron arasinda degistigini gostermislerdir. Mekanik testler, artan
poliiretan miktarinin malzeme elastisitesini olumlu yonde etkiledigini ortaya
koymustur. Bununla birlikte jelatin miktarinin artmasi hiicre ¢ogalmasini pozitif yonde
etkilediginden yara Ortiisi kullanimi i¢in uygun ortam olusturulabilecegi
diistiniilmstiir.

H. Maleki ve arkadaslar1 [14] Poli (vinil alkol) / Bal (100/0, 90/10, 80/20, 70/30,
60/40) karisimin1 belli oranlarda kullanip nanofiber elde etmisler ve yapilan
caligmalarda bal oram1 %40’dan fazla oldugunda nanofiber yapisinda boncuk
olusumuna sebep oldugu gériilmiistiir. ila¢ salinim modeli olarak PVA ve PVA/Bal
(80/20) kullanilmig ve antienflamatuar ilag (dexamethasone) yiiklenerek elektrospin
yapilmistir. Bu caligmada balin dogal antibiyotik 6zelliklerinden faydalanilmistir.

Aras ve Kazanci’nin yaptiklari ¢alismada [7] nanofiber iiretimi i¢in iki yontem
kullanilmistir. Bu yontemlerden birincisi elektrospin metottur; farkli ¢oziictilerle
(THF, HAc) kolajen ¢ozeltileri hazirlanip elektrospin cihazinda nanofiber gekimi

gerceklestirilmistir. Ikinci metotta ise iki farkli siringa sisteminden olusan ‘self-
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assembly’ metot kullanilmistir. SEM resimlerinden yola ¢ikarak “self assembly”
metotla kolajenin iicli yapisinin korundugu gozlenmistir. Yapilan bu ¢alismanin
sonucunda, kolajenin ii¢lii yapisinin ilag¢ tasima sistemlerine 151k tutacagi ve yara
tyilesmesine olumlu yonde katki saglayacagi diisiintilmiistiir.

Literatiir  ¢aligmalar1  kolajenin ideal yara Ortlisi  olusturulmasinda
kullanilabilecek en avantajli polimer oldugunu gostermektedir.

Yara tedavisinde kolajenin avantajlar1 asagida verilmistir [15];

e Biyolojik uyumluluk

e Parcalanabilir ve emilebilir

e Hiicrelerin cogalmasini destekler

e Yumusak doku tabani — Biyolojik yonden pargalanabilir
e Emilme kapasitesi

e Gegirgenlik

e Osteokondiiktivite

e Anjiyokondiiktivite

e Diisiik antijenisite
1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve I¢erigi

Yaralar akut, kronik, eksiidali kuru veya enfekte olabildigi gibi birka¢ 6zelligi
birlikte de bulundurabilir. Bu sebeple yaralarin bakimi i¢in tek tip yara ortiisii en 1yi
secenek olmamaktadir. Yara iyilesme silireci birbirini izleyen farkli asamalardan
olusmaktadir ve tiim bu asamalarin tedavi ihtiyact tek tip yara Ortiisiiyle
saglanamamaktadir [16]. Ornegin yara sivist miktarinin degisiklik gdstermesi, her
yaraya uygun olan ideal tek tip bir yara Ortiisliniin gelistirilmesindeki en Onemli
zorluktur. Giincel polimerik malzemelerden farkli O6zellikte olanlart bir araya
getirilerek hazirlanan ipek kolajen kompozit yara ortiileri bu sorunu asabilecek bir
yontem olarak goriilmektedir. Bu yaklagim yara iyilesme siirecinin ihtiyaglarini
karsilayarak kisa siirede ve tam bir yara iyilesmesi saglayabilir. Elbette yeni
yaklagimlarin klinik olarak pratige gecmesi zaman ve maliyet gerektirmektedir. Bu

sebeple bu tez ¢alismasiyla sonraki ¢alismalarda yara iizerinde etkili siirekli etken



madde saliimi yapabilecek ideal 6zelliklere sahip polimerik sistem yeni nesil yara
ortiilerinin gelistirilmesi i¢in alt yap1 olusturmustur.

Yaraya temas tabakasinin yara iyilesmesini hizlandirici bilesenleri icermesi ¢ok
onemlidir. Derinin yapisinda olmasindan dolayi, kolajenin ideal yara Ortiisii
olusturulmasinda kullanilabilegi diisiiniilebilir.

Bu tez ¢caligmasinda kolajenin 6zelikleri g6z 6niinde bulundurularak ve etkin yara
tedavisi amaciyla, epitel hiicrelerin bagimsiz hareket etmesine izin veren optimum
kosullar1 saglamak tizere yara temas tabakasi kolajen bazli tasarlanmistir. Tasarlanan
yara Ortlisii hastaya en az rahatsizlik vererek en kisa siirede yara iyilesmesini
gerceklestirecek, hiicrelerin yenilenmesine olanak saglayacak ve etkin oksijen
sirkiilasyonuna izin verecektir. Ayrica dengelenmis neme sahip bu ortam, hiicresiz
matriste hiicresel bliylimeyi kolaylastiracaktir. Bunlara ek olarak nanofiber yapinin
yiikksek gozeneklilik, spesifik yiizey alanlari, hiicre dis1 matriksi taklit edebilme
Ozellikleri gbéz Oniinde bulundurularak kolajen iiretimi nanoboyutta elektrospin
metoduyla gerceklestirilmistir [7].

Bu tez calismasinin amaci derinin dermis ve epidermis tabakalarina benzer
kolajen bazli biyonanotekstillerin yara ortlisii modeli olarak gelistirilmesidir. Bu
amacla Oncelikle, epidermis tabakasina benzer, ipek fibroin bazli siingerler
tiretilmistir. ipek fibroin filmlerin 1slak haldeyken tipk1 insan derisi gibi yiiksek oksijen
gecirgenligine sahiptir. Bu filmler yarali bolgeyi enfeksiyona karsi korur ve
vaskiilarizasyonu saglar [10]. Bu 6zellikleri dolayisi ile ipek, doku miihendisliginde
ve yara iyilesmesi uygulamalarina oldukga uygun bir biyomalzemedir.

Epidermis tabakasini benzeyecek sekilde ipek siingerlerin lizeri elektrospin
yontemiyle kolajen nanofiber tabakasiyla kaplanmistir. Kolajen nanofiber, tizerine
yeni hiicrelerin biiyliyebilecegi bir elyaf ag1 olusturmaya yardimer olacaktir. Yara
iyilesmesinde, nanofiber kolajen yapilarin yeni cilt hiicrelerini yara bolgesine ¢ekerek,
iyilesmeyi hizlandiracagi ongoriillmektedir. Bu nedenle, yara temas tabakasi kolajen
nanofiberden olusmaktadir. Olusan katmanli doku iskeleleri karakterize edilmistir. Bu
calismada gergeklestirilecek olan iirliniinii ileride gelistirilicek yara ortiilerinin temeli

olmas1 amaglanmastir.



2.GENEL BILGI

2.1. Derinin Yapisi

Deri epidermis ve dermis katmanlarindan olusur.

2.1.1.Epidermis

Derinin en dis tabakasidir ve ¢ogunlukla keratinosit olarak isimlendirilen hiicrelerden
olusmaktadir. Damarsal yapilar icermez. Viicut bolgesine gore degismekle birlikte
kalinlig1 0,5-100 mikron arasinda degismektedir (el ve ayakta kalinligi 600 mikron).
Epidermisin su igerigi kalinligin1 degistiren bir faktordiir. Epidermiste keratinositler
disinda Melanosit, Langerhans ve Merkel hiicreleride bulunmaktadir. Keratinositler
derinin %35 ini olusturmaktadir ve hiicre i¢inde protein yapisinda keratin iiretimini
gerceklestirir. En alt yani dermis ile komsu katmanda keratinositler boliinerek iist
katmanlara atilmaktadir. Alt katmanlarda canli keratinositler en iist katmanlarda
O0lmekte ve deriden dokiilerek atilmaktadir. Bu siirece keratinizasyon dongiisii-
(turnover) denilmektedir. Normal bir insanda bu siire¢ 28 giindiir [17]. Epidermis 4 alt

tabakadan olugmaktadir;

e Stratum basale
e Stratum spinosum
e Stratum granulosum

e Stratum corneum

En alt tabaka stratum basale olarak tanimlanmaktadir. Dermisin tam iizerinde
yer almaktadir. Bu tabaka derinin {ist keratinositlerini yaptig1 icin dogurgan anlaminda
stratum germinativumda denilmektedir. Basal tabaka tek sira basal hiicreler (dernin
kok hiicreleri gibi davranmaktadir), noral cresten kaynaklanan Merkel hiicreleri
(noroendokrin hiicreler olup derinin dokunma hissinin sinirlere tagimaktadir) ve
bunlarin arasinda melanositlerden olusmaktadir.

Stratum spinosum bunlar diizensiz kenarli keratinositlerden olusmaktadir.
Hiicresel boliinme kapasiteleri sinirlidir. Arada kemik iligi kokenli immiin sistem

hiicreleri olan Langerhans hiicreleri bulunmaktadir. Bunlar derinin ve viicudun
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savunma sisemleridir. Langerhans hiicreleri allerji ve ekzamlarin gelisimindende
sorumludur.

Stratum  granulosum artitk boliinme yetenegi tasimayan diizlesmis
keratinositlerdir. I¢lerinde keratohyalin garniilleri barindirmaktadir. Bu graniillerin
artmasi ile ilerleyen hiicre dejenerasyonu ve hiicre 6limii olmaktadir. Zamanla bu
hiicreler daha diizlesmekte ve alttaki hiicrelerin ¢ogalma siiregleri ile derinin {ist
tabakalarina atilmaktadir [17].

Stratum corneum hiicreleri 6lii ancak biokimyasal olarak aktif hiicrelerdir ve
korneosit olarak tanimlanmistir. Deriyi ve viicudumuzu dis ortamda korurken deriden

su kaybin1 kontrol etmektedir.

2.1.2. Dermis

Epidermanin altindadir ve girintili ¢ikintili bir goriiniime sahiptir. “Papilla
tabakas1” denen bu boliim, damarca ¢ok zengindir. Burada ince damarlar ag yaparlar.
Cogunlukla bag doku hiicreleri ve ekstraseliiler matriks (ecm) elemanlarindan olusur.
Bu elemanlarin baginda da deriye esneklik mekanik 6zellik saglayan kolajen ve elastin
fiberler gelmektedir. Ayrica deriyi besleyen kan damarlarida burada bulunur.
Dermanin diger katlar1 dayanikli olup iginde kil kokleri, killar1 diklestiren kaglar, yag

ve ter bezleri ile duyu cisimcikleri vardir [17].

2.2. Derinin Gorevleri

e Viicudu korumak
Koruyuculugu, bedeni Ortmesinden ve dayanikli olmasindan ileri gelir.
Uzerindeki killar ve yag tabakasi ile sicaga ve soguga kars1 korunma isini kolayca

gorur.

e Ter ve yag atmak
Derinin dermasi i¢inde bulunan ve bir yumak seklinde olan ter bezleri, i¢inde tuz
ve lire bulunan teri salg1 halinde disar1 gondermekle viicudun 1s1 diizeninde 6nemli rol

oynarlar.



e Duyu organi olarak hissetmek
Deride bulunan duyu cisimleri dokunma, 1s1, act meydana getiren fiziki olaylar

duyu sinirlerine gotiiriirler.

e Emici olmak
Derinin emici 6zelligi de vardir. Temizlenmis bir deriye siirtilen ¢esitli ilaclar,

bir siire sonra kana gegerler [17].

2.3. Yara Olusum Sebepleri

Insanlarn organlarinda meydana gelen hasar ya da stres faktdriine bagl
olarak deride yaralar olusur. Hasar disinda asagidaki sebeplerden dolay:1 yaralar

olusabilir.

e Seker hastaligi

Seker hastaligi hem beslenme sekli hem de deride ¢ikan yaralar sebebiyle zor bir
rahatsizliktir. Seker hastaliginda daha ¢ok insanlarin kan seviyelerinde biiyiik bir
farklilik gortiilir. Bu kan seviyesindeki farklilik nedeniyle deride hiicre olimi
gergeklesir. Hiicre 6liimiiniin yagsandigi alanlarda yaralar ortaya ¢ikar. Hastalik, damar
yapisina zarar vermesi nedeniyle yara olusmasini kolaylastirir. Seker hastalarinda
bakteri ve mantarlar daha kolay enfeksiyon olusturduklari i¢in yara iyilesmesi de

gecikir. Bu yaralar kolay kolay kapanmaz ve tedaviye cevap vermez.

e Kullanilan flaglar
Cogu insan farkli hastaliklar sebebiyle ortaya ¢ikan iz, leke ya da hastaligin
gorsel belirtilerini kapatmak i¢in ilaglar kullanir. Bu ilaglar deride bazi yaralarin ortaya

¢ikmasina neden olur.

e Alerjik Durumlar

Organlarda meydana gelen hasar ya da alerjik herhangi bir durum ilk olarak
deriyi etkiler. Deride baz1 yaralarin ortaya ¢ikmasindaki baska bir sebep ise alerjik
durumdur. Bunun birgok sebebi olabilir. Bazi insanlarin yiyeceklere, igeceklere ya da

polenlere kars alerjisi olabilir. Bu alerjik durum ¢ok giiclii bir seviyeye geldigi zaman
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deride yaralarin olugsmasina neden olabilir. Alerjik durum ortaya ¢iktig1 zaman ilk
olarak alerji testinin kisiye uygulanmasi gerekir. Kisinin hangi maddeye kars1 alerjisi
varsa, onu tiiketmemesi ya da 6nlem almasi gerekir. Gerekli 6nlemler alindig1 zaman

derideki yaralar daha kisa siirede ve kolay bir sekilde ortadan kalkar.

o Cilt Kanseri

Deride yaralarin ¢ikmasinin bir diger sebebi cilt kanseri gibi ciddi bir hastalik
olabilir. Cilt kanseri belirtileri arasinda deride ortaya c¢ikan yaralar yer alir.
Giiniimiizde ¢ok fazla artis yasanan cilt kanseri iyi ya da kétii huylu olabilir. Iyi huylu

olan kanser daha ¢ok birkag ay icerisinde iyilesir ve ortaya ¢ikan yaralar yok olur [18].

2.4. Yara lyilesme Basamaklari

Yara iyilesmesi, sadece yara bolgesiyle sinirli degil, tiim sistemleri barindiran
hiicresel, fizyolojik ve biyokimyasal olaylar biitiiniidiir. Biitiin yaralar ayni temel

prensiplerle iyilesirler. Yara iyilesmesi temel olarak 3 safthada gerceklesir.

e Inflamasyon
e Proliferasyon

e Maturasyon

e Inflamasyon (1-5 giin)

Doku zedelenmesi bir¢ok kimyasal mediator ve hiicreler arasi bilgi aktarimim
saglayan sitokinlerin salinimina neden olur. Bu maddeler aktivasyon ve inhibisyon
yaparak bir¢cok kompleks olay1 baslatip, hemostaz ve iyilesmeyi saglarlar. Damar
duvari zedelendiginde trombositler agilan damar duvarindaki kolajenle temas ederek
aktive olurlar. Bdylece hem damar duvarina hem de birbirlerine yapisirlar.
Tromboksan A2’nin aktivasyonu ile bu trombositler gecici pihtt olusturarak
baslangicta kanamayr azaltirlar. Daha sonraki asamada trombositlerden salinan
serotonin ve diger vazokonstriktor ajanlarla vazokonstriksiyon geliserek kanama azalir
[19]. Pihtilasma dongiisii trombositler, damar duvari hasar1 ve tromboplastin gibi
koagiilasyon faktorleri ile aktive olur. Bu dongiide her basamak sonunda olusan son

irlin bir sonraki basamagi aktive eder. Sonugta fibrin olusarak trombositle olusan
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gevsek piht1 stabil hale gelir. Baglangigta gelisen bu vazokonstriksiyon, prostaglandin
ve kompleman sisteminin aktivasyonu ile yerini yaygin vazodilatasyon ve
inflamasyona birakir. Vazodilatasyonla birlikte vaskiiler permeabilite de artar ve
hiicreler arasinda inflamatuar eksuda toplanir. Birgok kemotaktik faktoriin etkisiyle
noétrofil ve monositler sahaya toplanirlar. Bu hiicreler sahaya geldiginde lokal ¢evresel
faktorlerin etkisiyle aktive olurlar. Lokositler yaradaki bakterilerle savasirken,
monositler de makrofaja doniiserek, c¢esitli biliylime faktorlerini ve sitokinleri
salgilarlar. Makrofajlar bakterileri 61diiriip fagosite ederken, 61t doku ve I6kositleri de
temizlerler. Yaralanmadan 72 saat sonra hakim olan hiicreler makrofajlardir. Bu arada
anjiogenik biliylime faktorii salinimiyla yeni damar olusumlart baslar. Graniilasyon
dokusu gelisimi yeni damar olusumuna baglidir. Yeni damarlar olustukca, oksijenli
kan yara bolgesine ulastikca saha daha az hipoksik olur ve beslenmesi diizelir.
Fibroblastlar yeni damarlarin etrafinda kolajen yaparlarken, {rettikleri
proteoglikanlarla kolajenlerin birbirine baglanmasini ve daha esnek olmalarini
saglarlar. Ayrica irettikleri fibronektinle kolajen ve diger hiicreleri bir arada tutarlar.
Graniilasyon dokusu olusumu yaklasik 5. giinde baglar. Bu asamanin baslamasi i¢in
iyi bir oksijenasyon ve beslenme sarttir. Bu asamada vitamin C, prolinin

hidroksiproline doniisiimii i¢in sarttir [20].

e Proliferasyon ve Skar Gelisimi Safthasi (5-14 giinler)

Fibroblastlar kolajen liflerini iiretirler. Kolajen de yaranin kontraksiyonunu ve
gerilme kuvvetini olusturur. Bu sathada epitelizasyon ve kontraksiyon gelisir. Doku
hasar1 ¢ok biiylik doku kayb1 ile beraberse rejenerasyon yara kenarlarindan baglar.
Epitel graniilasyon dokusunun iizerinden ilerler. Migrasyon epitellerin karsilikli bir
araya gelmesine kadar devam eder. Daha sonraki asama kontraksiyondur. Yara
kontraksiyonu ile yara biiyiikliigli azalir. Bu olay cogunlukla miyofibroblastlarca
gerceklesir. Graniilasyon dokusu olusup epitelizasyon tamamlaninca proliferasyon

asamasi sona erer [20].

e Maturasyon Safhasi (14. giinden sonra):
Proliferasyon safhasindan sonra baslar ve yillarca siirer. Bu kolajen liflerinin
yeniden sekillenmesidir (remodeling). Bu asamada yumusak ve jelatin6z yapidaki tip

[T kolajen zamanla daha siki olan tip I kolajene doniisiir. Kontraksiyonun bir kismi bu
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asamada gelisir. Yara yaklasik 6 hafta sonra baslangigtaki giiciiniin %95 ini kazanir

[20], [21].
2.5. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

2.5.1. Dokunun Hasara Ugramasi

Cerrahi prosediirde insizyonun yapilmasindan yaranin siiture edilmesine kadar
islemin her agsamasinda asil g6z oniine alinmasi1 gereken; dokuya uygulanan cerrahi

travmanin en aza indirilmesinin daha hizli bir yara iyilesmesini destekledigidir.

2.5.2. Kanama Kontroliiniin Saglanmasi ve Yaranin Debridmani

Devamliligi bozulan damarlardan ya da asinan yiizeylerden sizint1 seklinde
gelen kanamalar cerrahin alttaki dokular1 gormesini engellemektedir. Yaranin
kapatilmasindan once tam bir kanama kontrolii saglanmasi islem sonrasi hematom
olugmasini engeller. Yara alaninda kan ya da serum birikmesi mikroorganizmalarin
biiylimesi i¢in ideal bir ortam olusturmakta ve ek olarak iizerinde bulunan dokularin
nekroze olmasina sebep olabilmektedir. Kanama kontroliinii saglamak amaciyla
uygulanan teknikler sonraki donemde yara iyilesmesinin siiresinin uzamasina neden
olacak sekilde agresif olmamalidir. Ameliyat sonrasinda yara igerisine dren
yerlestirilmesi ya da yara alani iginde 6lii bosluk kalmasini 6nlemek amaciyla basing
uygulamasi yapilabilmektedir. Devitalize dokular ya da yara igerisindeki yabanci
cisimler bakteriler i¢in barmnak olurken ayn1i zamanda bakterilerin bagisiklik
sisteminden korunmasini da saglamaktadir. Nekrotik dokudaki 6lii hiicreler ve hiicre
artiklar1 konak savunmasini azaltmakta ve enfeksiyon olusumunu desteklemektedir.
Nekrotik doku varligi uzamig inflamatuar cevaba sebep olurken ayni zamanda yara
tyilesmesinde mekanik bir engel teskil ederek yara ylizeyinin epitelizasyonunu
sinirlamaktadir. Bu yiizden cansiz dokular ve yabanci cisimler yaradan
uzaklagtirilarak, mikroorganizmalarin, toksinlerin ve yara iyilesmesini engelleyen

diger igeriklerin sayica azalmasi saglanmalidir [22].
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2.5.3. Dokunun Kanlanmasi

Doku kanlanmasinin zayif olmasi, iyilesmenin Oniindeki ana engellerden
birisidir. [23]. Oksijenin varligi; prolin ve lizinin hidroksilasyonu, pro-kolajen lifler
arasinda c¢apraz baglarin kurulmasi, kolajenin tasinmasi, fibroblast ve epitel
hiicrelerinin ¢ogalmasi, 16kositlerin etkili bir sekilde islev yapabilmesi, anjiogenez ve
diger siiregler i¢in zorunludur. Yara kenarlarindaki goreceli hipoksi fibroblastik cevabi
arttirmakta, tamir i¢in gerekli olan diger hiicresel elemanlarin da yara alanina gogiine
yardim etmektedir. Bununla beraber dokuda c¢ok diisiik olan oksijen seviyesi enfekte
edici bakteriler tarafindan tiretilen laktik asitin dokudaki pH’1 diisiirmesi ile birlikte
yara iyilegsmesinin bozulmasina katkida bulunmaktadir. Proteazlar ve glikozidazlarin
salinimini hiicre lizisi izlemekte ve hiicre dis1 matrikste yikim gerceklesmektedir [24].

Bozulan lokal dolasim besinlerin, oksijenin ve antikorlarin yara alanina
taginmasini da aksatmaktadir. Yara gerilimi iizerinde etkili olan kolajenin sentezi yara
alanindaki oksijen dagilimiyla iliskilidir. Cogu iyilesme problemi diyabet, radyasyona
maruziyet, kilcal damarlardaki ateroskleroz, kronik enfeksiyonlar ve bozulmus kardio-
pulmoner duruma bagli olarak lokal doku kanlanmasinin bozulmasi sonucunda
olugsmaktadir [22]. Cerrahi islem sonrasi1 yara dokusunun mikro dolasimi bakteriyel
kontaminasyona kars1 direnci belirler. Kaba maniiplasyon, koter ya da dokunun uzun
stireyle hava ile kurutulmasi, dokudaki dolagimin zayiflamaya egilimli olmas1 ve
enfeksiyona yatkinlik dokuda iskemi meydana getirebilmektedir. Benzer sekilde,
stiturun siki olmasi ya da uygunsuz bir yerden atilmasi, flep tasariminin kotii olmast,
hipovolemi, anemi ve periferal damarsal hastaliklar da doku iskemisine neden olarak

yara iyilesmesini olumsuz yonde etkilemektedir [25], [26].

2.5.4. Diyabet

Birgok arastirmada hipergliseminin diyabetli hastalarda yara enfeksiyonlarinin
daha sik goriilmesine neden oldugu belirtilmistir. Dokudaki hiperglisemi; kemotaksis
ve fagositozu iceren notrofil ve lenfosit fonksiyonlarini olumsuz etkileyerek yara
iyilesmesinin bozulmasina yol ag¢maktadir [27]. Diyabeti kontrol altinda olan
hastalarin yara enfeksiyon riski saglikli bireyler kadar olmaktadir. Kontrol altinda
olmayan kan glikoz seviyesi kirmizi kan hiicrelerinin gecirgenligini azaltarak ve yara

yiizeyinde kritik dneme sahip kilcal damarlardaki kan akimini bozarak, iyilesen yarada
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oksijen ve besin eksikligine sebep olmaktadir. Kilcal damarlarda tikanikliga yol agan
bu durum dokuda iskemi ve iyilesmenin bozulmasi ile sonuglanmakta, yara

enfeksiyonlara kars1 korunmasiz hale gelmektedir [22], [28].

2.5.5. Bagisiklik Sistemi

Iyilesme cevabini ydneten ve yarayr enfeksiyona karsi koruyan bagisiklik
sistemi yara yeri iyilesmesini etkileyen onemli bir faktordiir. Bagisiklik sistemini
degerlendirmede 6nemli bir kriter total lenfosit sayisidir. Hafif lenfosit eksikliginde
deger 1200-1800 hiicre/ mm?® arasinda olmaktadir. Bu deger 800 hiicre/mm? oldugunda
ciddi bir total lenfosit eksikligi géz Oniinde bulundurulmalidir. HIV ile enfekte
hastalarda bagisiklik cevabinda diislis goriiliirken, hastaligin ilerleyen sathalarinda
hastalar bagisikligi baskilayic1 tedavi olarak belli araliklarla yiiksek doz steroid
kullanirlar [29]. Siklosporin gibi bagisiklik sistemini baskilayici yeni ajanlar olmasina
ragmen; bu hastalarda yara iyilesmesine goriiniir bir etkisi olmamistir. Diger ilaglar da
iyilesme siirecini geriye c¢ekebilir, bagisiklik sisteminin cevabin1 ve hiicre
metabolizmasini degistirebilir. Disaridan verilen kortikosteroidler; prolil hidroksilaz
ve lizil oksidaz aktivitesini azaltmakta, fibroplaziyi, kolajen ve yeni damarlarin
olusumunu baskilamaktadir. Ayrica epitelizasyon ve yara kontraksiyonu da
bozulmaktadir. Glikokortikoidlerin inhibitér etkisi es zamanli olarak A vitamini

verilerek azaltilabilir [30].

2.5.6. Radyasyona Maruz Kalma

Radyasyona maruz kalan bolgede cerrahiyi veya travmatik bir yaralanmay1
takiben iyilesmenin komplikasyonlu olmasi beklenmektedir. Bu tip durumlarda
yaralarin agilmasi ile sik karsilasilmaktadir. Yaralar yavas iyilesmekte veya tam
iyilesememektedir. Yaralanmadan bir hafta 6nce uygulanan radyoterapi, yara gerilim

giiciinii %50 civarinda azaltmaktadir [31].
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2.5.7. Hiperbarik Oksijen Terapisi

Dokulardaki parsiyel oksijen basinci 5 mm/Hg ile 20 mm/Hg arasinda olup
dokudaki diisiik oksijen basincinin neden oldugu anaerobik hiicresel metabolizma
dokuda laktat artisina ve pH’da diismeye neden olmakta ve yara iyilesmesini olumsuz
etkilemektedir [32]. HBO terapisi, kanda ¢oziinmiis oksijen miktarint ve doku igine
oksijen difiizyonunu arttirmaktadir. Buna uygun olarak oksijen difiizyon aralig1 3-4
kat artarak, yaradaki parsiyel oksijen basinc1 800-1100 mm/Hg degerine ulasmaktadir.
Bu terapi; fibroblast ve damar endotel hiicrelerinin biiylimesini uyarmakta, dokudaki

damarlanmay1 ve 16kositlerin 6ldiirme yeteneklerini de arttirmaktadir [22].

2.5.8. Yas

Yara iyilesmesi genellikle genglerde daha hizli ger¢eklesmekte, yaslilarda daha
uzun siirmektedir. Yaslilarda iyilesme cevabindaki bu azalma; doku
metabolizmasindaki yavaslamanin sonucu olarak meydana gelmektedir. Serbest
oksidatif radikaller birikmeye devam eder ve bu durum deri ya da mukozanin
biitiinliiglinden sorumlu olan dermal enzimler i¢in zararlidir. Ek olarak rejyonel damar
desteginin disaridan bir etki ile bozulmasi ya da dolasim yetmezligi kanlanmanin zayif

olmasina neden olmaktadir [22].

2.5.9. Beslenme

Yara iyilesmesi i¢in enerjiye ve anabolik olaylara gereksinim vardir. Beslenme
bozuklugu olan hastalarda yara iyilesmesi tam olmaz, gecikir ve bu kisilerde
enfeksiyona karst savunma mekanizmalar1 yeterli olmadigindan yara yerinde
enfeksiyon gelisme riski yiiksektir [33]. Proteinlerin; RNA ve DNA sentezi, kolajen
ve doku formasyonu, bagisiklik sistemi, epidermal biiylime ve keratinizasyondaki
rolleri nedeniyle yara iyilesmesinin her asamasinda etkisi vardir. Bu nedenle yeterli
protein alimi yara iyilesmesi igin gereklidir [34]. Amino asitlerin de yara
iyilesmesindeki rolleri ¢ok onemlidir. Ozellikle metionin, histidin ve arjinin gibi
amino asitler hayati 6nem tasimaktadirlar [22]. Karbonhidratlar; yara iyilesmesindeki

yiiksek metabolik aktiviteyi siirdiirmek i¢in gereken enerjiyi saglar. Fibroblast
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proliferasyonu glikoz eksikligine karsi duyarlidir. Yaglar; hiicre sentezinde, 6zellikle
de hiicre membrani sentezinde onemlidir. Proliferasyon ve diger hiicresel aktiviteler
i¢cin gereken enerjiyi saglar. Bazi1 vitaminler ve mineraller yara iyilesmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Magnezyum, bakir, kalsiyum, demir ve ¢inko kolajen sentezinde
etkilidir [35]. Vitamin A fibroblast olusumunu, kolajen liflerin ¢apraz baglanmasini,
epitelizasyonu ve steroid kullanimi sebebiyle uzamis yara iyilesmesini tekrar
uyarmaktadir. Vitamin C; demir ve oksijenle birlikte kolajen sentezi sirasinda, lizin ve
prolinin hidrolizasyonu ile nétrofillerdeki siiperoksit radikalinin tiretimi i¢in gereklidir
[31]. Eksikligi; kolajen sentezinde azalmaya, anjiogenezde diismeye ve hemorajide
artmaya yol ag¢maktadir. Bu sebeple C vitamini eksikligi olan kisiler yara
iyilesmesinde enfeksiyona daha yatkindirlar. B vitaminleri grubu ve kobalt; antikor
olusumunda, beyaz kan hiicrelerinin fonksiyonlarinda ve bakteri direncinin
saglanmasinda zorunlu kofaktorlerdir [36].

Yara iyilesmesini etkileyen birgok lokal ve sistemik faktér bulunmaktadir. Lokal
faktorler; yara bolgesinde enfeksiyon, yetersiz kan dolasimi, hipoksi, doku nekrozu,
yabanci partikiillerin varligi, tekrarlayan tramvalar ve yara bolgesinin harekeliligi
seklinde siralanabilir. Sistemik faktorler ise beslenme yetersizligi, diyabet, kronik
renal yetmezlik, immiin bagisiklik sendromu gibi hastaliklar, hastanin yas1 ve genetik

yapisi gibi faktorler [37]-[39].
2.6. Yara lyilesmesinde Kullamilan Modern Yara Ortiileri

Modern Yara Ortiileri hastaya ve ¢evre kosullarma bagl olarak pek cok
faktorden etkilenir ve her yara kendine 6zgii 6zellikler tasir. Bir yara akut ya da kronik
gibi bir siifa dahil edilse bile ancak kendi gidisat1 ile karakterizedir ¢linkii hem
hastanin kosullari hem de yaralar degiskendir [39]. Bu sebeple tek tip bir yara ortiisii
en iyi segenek olmayabilir. Ornegin yara yogun eksiidaliysa, drenaji emebilecek bir
yara Ortiisli kullanmak faydali olacaktir. Eger yara kuruysa, ortamin nemli kalmasin
saglayacak bir iirin segmek daha anlamlidir [40]. Modern yara bakimi anlayisinda esas
olan, yaranin dogru degerlendirilmesi, gereksiniminin belirlenmesi ve yaranin nemli
tutulmasidir. Ayn1 zamanda yaranin bakteri ve yabanci maddelerden korunmasi, fazla
sizintinin yaradan uzaklastirilmasi, yara bdlgesinde gaz aligverisine izin verilmesi ve

yara c¢evresindeki saglikli dokulara zarar verilmemesi de ideal yara bakim iiriinlinden
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beklenen 6zellikler arasindadir. Yaranin durumuna ve oncelikli ihtiyacina gore en
uygun yara Ortlisi se¢ilmelidir [21]. Yapilan ¢alismalarda, yara iyilesmesinin
geleneksel anlayisin aksine, nemli bir ortamda daha hizli gergeklestigi belirtilmektedir.
Nemli ortamda yara iyilesmesi saglayan Ortiicii Ozellikteki modern oOrtiiler; yara
dehidrasyonunu oOnleyerek dokunun canliligini ve hiicrelerin ¢ogalma yetenegini
korumakta, anjiogenezi hizlandirmakta ve yara iyilesmesinde aktif rolii olan biiylime
faktorlerinin etkinligini artirmaktadir. En 6nemli avantajlari ise enfeksiyon sikligini ve

agriy1 azaltmalaridir [38], [39].

2.7. Modern Yara Ortiilerinin Siniflandirilmasi

Yara ortiileri degisik sekillerde siniflandirilmaktadir. Bir kisim arastirmaciya
gore yara Ortiilerini etkinliklerine gore siniflandirma; pasif ortiiler, interaktif ortiiler ve
biyoaktif ortiiler seklinde yapilmaktadir [41]. Pasif ortiiler; bilinen gazli bez ve sargi
bezi seklindeki yaray1 sadece kapatarak koruyan ve iyilesme siirecinde aktif etkisi
olmayan {iriinlerdir. Interaktif iiriinler ise polimerik film ve kopiikleri iceren, seffaf
goriiniimde, nem ve gazlara kars1 gegirgen Ortiilerdir. Son grup biyoaktif iiriinler, diger
bir deyisle aktif yara Ortiileri ise hidrokolloidler, aljinatlar, kolajen ve kitozan gibi
polimerlerden elde edilirler. Tasidiklar1 biyoaktif maddeleri yaraya salarken kendi
ozellikleri sayesinde de yara iyilesmesinde aktif rol oynarlar [38], [41]. Gegmiste yara
bakimi icin degisik absorpsiyon kapasitesinde dogal ve sentetik bandajlar, hidrofil
pamuk, sargi bezi ve gazli bez gibi geleneksel yara ortiiciileri kullanilmaktaydi. Bu
ortiilerin ongoriilen islevi yara eksiidasinin buharlasmasina olanak verecek sekilde
yaray1 kurutarak bakterilerin yara ortaminda iiremesini engellemekti [42]-[43]. Ancak
giiniimiizde, yara iyilesmesinde biiylime faktorlerinin sitokinlerin ve ektraseliiler
matriksin aktif rol oynadigi, iyilesmenin dinamik bir siire¢ oldugu ve geleneksel yara
Ortiiciilerinin, yaralarin etkin olarak iyilesmesinde yeterli olmadig: anlagilmistir. Bu
gibi sebeplerle modern yara ortiileri gelistirilmektedir. Yaranin fiziksel ve kimyasal
kosullarina hizli cevap verebilen bu yeni yara ortiilerinin etkinlikleri farmasétik ve

klinik ¢alismalarla da desteklenmektedir [44]-[46].
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Tablo 2.1: Modern Yara Ortiilerinin Siniflandirilmasi.

YARA ORTULERININ SINIFLANDIRILMASI

Uretildikleri Materyale gére

Hidrokolloidler

Aljinat Ortiiler

Hidrojeller

Fiziksel Sekillerine Gore

Képiikler

Seffaf Filmler

Etken Madde Igerigine Gore

Antibakteriyel Etken Madde Igerenler

Biiyiime Faktorii icerenler

Vitamin ve Mineral Icerenler

En Giincel Yara Ortiileri

Bioaktif Yara Ortiileri

Doku Miihendisligi Uriinleri

Greft ve Greft Esdegerleri

Tablo 2.2: Yara lyilesme Evreleri ve Bu evrelerde Kullanilacak Yara Ortii Tipleri.

Yara Evreleri

Yapilacak islemler

Kullamlacak Uriinler

inflamasyon Evresi

Olii doku ve kirliligin temizlenmesi

Salg1 emiciler

Enfeksiyonun elimine edilmesi Alginatler
Olii boslugun minumuma indirilmesi Kopiikler
Salginin Emilmesi

Cogalma Evresi Olii boslugun minumuma inmesi Hidrokoloid
Salginin emilmesi Jeller
Ortam neminin konrolii Hidrojeller

Is1 izolasyonu
Bakteri izolasyonu-koruma

Iyilesme Evresi

Tedavi edilen yaranin travmadan

korunmasi

Thin Hidrokoloid
Kopiikler
Filmler

Yara lyilesmesi

Deri ve dokunun yeniden olusumu
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2.8. Modern Yara Ortiilerinden Beklenen Ozellikler

2.8.1. S1vi Kontroliiniin Saglanmasi

Yara Ortiisli, bakteri penetrasyon riskini azaltmak ve bandajdan yara sivisinin
sizmasini Onlemek i¢in yara salgisin1 absorblayabilmeli ve kuru yaraya gerekli nemi
saglayabilmelidir. Yarali alanda epidermal tabakanin kendini hizla yenileyebilmesi
icin yaranin yeterince nemli olmasi gerekmektedir. Yeterli nem; yarada

vaskiilerizasyonu, makrofajlarin fagositik islevini artirir [47], [48].

2.8.2. Koku Giderilmesi

Yara ¢ogu zaman hos olmayan bir koku iiretir. Yara ortiisii bu kokuyu kontrol

altina alabilmelidir.

2.8.3. Mikrobiyal Kontrol

[ltihapli yaralar icin, bakterilerin uygun metotlarla kontrol altina alinmasi 5nem

tasir.

2.8.4. Fiziksel Bariyer

Yara oOrtiisti, yara ylizeyinin atmosferden ayirarak bakteri bulagsmasini ve

dokunun zarar gormesini engellemelidir. Ayrica, yaray1 travmalara karsi korumalidir.

2.8.5. Bosluk Doldurucu

Derin oyuklu yaralarda, yaranin dolgu materyalleriyle agik tutulmasi 6nemlidir.
Boylece; yara iyilesme siireci dokunun altindan iistiine dogru gerceklesebilmekte ve

tiim yara boslugun iyilesmeden yaranin gereksiz yere kapatilmasi dnlenebilmektedir.

18



2.8.6. Yaradaki Yabanc1 Cisimler, Hasarh Ve Enfekte Olmus
Dokularin Tamamen Temizlenmesi (Debridman)

Oli ¢iiriimiis dokularmn uzaklastirilmasi, normal yara iyilesme siirecini
kolaylagtirmaktadir. Yara ortiileri uygun nem, pH, sicaklik ve diger ideal olan kosullar1
saglayarak yaradaki yabanci cisimlerle, hasarli ve enfekte olmus dokularin tamamen

temizlenmesini/¢ikarilmasini hizlandirabilmektedir.

2.8.7. Kanama Etkisinin Saglanmasi

Agir cerrahi yaralar ve travmatik yaralarda, kan kaybmin Onlenmesi i¢in
kanamanin miimkiin oldugunca hizl bir sekilde durdurulmasi 6nem tasir. Uygun yara

ortiileri kan pihtilasmasina yardimci olabilmektedir.

2.8.8. Diisiik Yapiskanlik Ozelligi

Yara Ortiisiiniin tamaminin veya bir kisminin yara ylizeyine yapismasi en énemli
sorunlardan birisidir. Cogunlukla yara Ortiisiinlin yara ylizeyine yapismasi, yara
Ortlistinlin ¢ikarilmasi esnasinda travmaya neden olmaktadir. Diisiik yapiskanlik
Ozelligi gosteren yara Ortiileri, yara Ortiisiiniin yara ylizeyine yapismasini

azaltabilmekte veya ortadan kaldirabilmektedir.

2.8.9. Yara Izinin Giderilmesi

Biiyiik yaralarda, yara izi olusumu hastalar i¢in estetik bakimindan 6nemli bir
sorundur. Yara izi olusumunu azaltabilen veya Onleyebilen yara ortiileri, hastaya

biiyiik yarar saglayabilmektedir [50].

2.8.10. Metal iyon Metabolizmasi

Demir, ¢inko, bakir, magnezyum ve selenyum gibi birtakim metal iyonlar
hiicresel aktivitede 6nemli rol oynamaktadir. Herhangi bir metal iyonunun eksikligi,
yara iyilesmesini geciktirmektedir. Sistematik olarak bu metal iyonlarimin alinimindan

bagka, uygun yara ortiileri kullanilarak da bu sorun giderilebilmektedir [50].
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2.8.11. Yara lyilesmesinin Hizlandirilmasi

Yara iyilesmesi, kompleks fizyolojik bir siirectir. Yara Ortiileri, cogunlukla yara
tyilesme siirecinin hiz1 iizerinde kiiciik bir rol oynamaktadir. Bununla birlikte; birtakim
etkenlerle kombine edildiginde uygun yara ortiisii kullanim1 yara iyilesme siirecini

hizlandirabilmektedir [49], [50].

2.9. Kolajenin Ozellikleri

Epidermis

L AN A8
Dermis AVS LS NV (¥

|
Subcutis 4

Kollajen

Sekil 2.1: Kolajen yapisi.

Kolajen, cilt, kemik ve viicuttaki bag dokusunda bulunur. Yapisal destek,
mukavemet ve elastin ile birlikte elastin derecesi saglar. Ozellikle, kolajenler, viicut
dokularmin fiziksel ozelliklerini belirleyen karmagsik bir makromolekiiller ag:
olan hiicre dis1 matriste bulunur.

Cildin orta katmaninda (dermis) kolajen, lizerine yeni hiicrelerin biiyliyebilecegi
bir elyaf ag1 olusturmaya yardimci olur. Olii cilt hiicrelerinin yenilenmesi ve tamiri
icin kolajen gereklidir. Baz1 kolajenler viicuttaki bobrekler gibi narin organlar igin
koruyucu ortiiler olarak da islev goriirler.

Kolajen c¢esitli hiicreler tarafindan salgilanir, ancak oOncelikle bag dokusu

hiicreleri tarafindan salgilanir.
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1- 6 Yasindaki Cocugun Kolajen Yapisi 90 Yasindaki Kisinin Kolajen Yapisi

Sekil 2.2: Farkli yaslardaki kolajen yap1 drnekleri.

Kolajen sentezi 40 yas civarinda azalmaya baglar ve kadinlarda menopozdan
sonra kolajen sentezinde dramatik bir diisiis goriiliir. 60 yasina gelindiginde tipik
olarak kolajen iiretiminde belirgin bir diisiis olur. Azalan kolajen sentezi, cildin yapisal
biitiinliiglinii azaltir. Ciltte sarkma, c¢izgi ve kirisiklik olusumu ve eklemlerdeki

kikirdagin zayiflamasina yol agar.

2.9.1. Kolajen Sentezi

Tim biyolojik molekiiller gibi kolajen de hiicre i¢inde sentezlenir. Ancak bu
devasa protein, sentezden sonra pek ¢cok asamadan geger ve degisime ugrar. Kolajen
sentezlendikten sonra lif, ag veya kullanilacagi diger amaglara gore yeniden
diizenlenir. Fazlaliklar kesilir ve zincirlere yeniden sekil verilir. Ayrica zincirler arasi
etkilesimi artirmak i¢in bazi eklemeler de yapilir. Kolajen, mekanik olarak bilinen en
dayanikli biyolojik molekiildiir. Sahip oldugu dayaniklilik yapisal organizasyonundan
kaynaklanir. Kolajen zincirleri arasinda kolajene 6zgii ¢apraz baglar vardir. Bunlar
kolajene ek dayaniklilik saglar. Topugun arkasinda yer alan asil tendonda oldugu gibi,
gerilmeye kars1 direngli olan kolajen liflerinde zincirler arasi ¢apraz bag sayisi hayli
fazladir. Baglarin olusumunu saglayan ozel biyolojik katalizorlerin (enzimler)
calisabilmesi i¢in vitaminlere (C vitamini) ve eser elementlere (bakir) gerek vardir. C
vitamini eksikliginde kolajen sentezi baskilanir ve azalan kolajenin yerine yenisi

yapilamaz. 18. yiizyilla kadar denizcilerin 6nemli hastaliklarindan biri de dis eti
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kanamasiyla kendini belli eden iskorbiit hastaligrydi. Oliimciil olan bu hastalikta C
vitamini eksikligi vardir. C vitamini eksik olunca kolajen liflerinin arasinda ki ¢apraz
baglar olusmaz ve sonugta kolajen kendisinden beklenen yapisal islevleri yerine
getiremez. Damar duvarlarindaki en 6nemli yapilardan biri de kolajendir. C vitamini
eksikligi nedeniyle yapist bozulan damar duvarlarindaki sorunlarin kanamaya yol
acmast dogaldir. Iskorbiitte sadece damar duvarinda degil, yara iyilesmesinde de
sorunlar goriiliir ve kolajenin bulundugu pek ¢ok baska doku da etkilenir. iskorbiit,
saglikli kolajen icin saglikli beslenmenin ne kadar énemli oldugunu gosteren iyi bir

Ornektir.

2.9.2. Kolajen Tibbi Kullanim

Kolajen rezorbe edilebilir (parcalanabilir ve viicut tarafindan asimile edilebilir),

islevsel olarak ¢esitlidir ve dogal olarak olusur.

2.9.2.1.Yara Sargilan

Yara iyilesmesinde, kolajen yeni cilt hiicrelerini yara bdlgesine ceker,
iyilesmeyi hizlandirir ve yeni dokunun gelisimi i¢in bir platform saglar. Bu nedenle,
kolajen sargilar, asagida belirtilen bazi yaralarin iyilesmesine yardimci olmak igin
kullanilir. Kronik iyilesmeyen yaralar, graniilasyon veya nekrotik yaralar, Kismi ve
tam vyaralar, ikinci derece yaniklar. Kollajen enjeksiyonlari aynit zamanda cildin dis
hatlarini iyilestirebilir ve ¢okiintiileri doldurabilir. Kollajen, yiizdeki ¢esitli ¢izgileri,
kingikliklart ve keskin olmadigi siirece yara izlerini kaldirmak i¢in kozmetik olarak da

kullanilabilir.

2.9.2.2. Osteoartit Tedavisi

Kolajen takviyeleri veya formiilasyonlari, osteoartrit tedavisinde faydali

olabilir. Baz1 hastalarda bir miktar agr1 azalmasi sagladig tespit edilmistir.
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2.9.2.3. Cilt Canlandirma

Kremler ve tozlar dahil olmak iizere kolajen igeren birgok {iriin, cildi
canlandirmak i¢in kullanilir. Ancak, bu firiinlerin viicuttaki kolajen seviyelerini
yiikseltmenin yollar1 olarak pazarlanmasina ragmen, kolajen molekiilleri deriden
absorbe edilemeyecek kadar biiytiktiir.

Bu iriinlerin, bulunduklar1 yerlerde sagladiklart faydalar, muhtemelen
nemlendirici etkilere bagli olabilir, ancak cildi giliclendirmez veya deride kolajen

konsantrasyonunu dogrudan arttirmazlar [51]-[53].

2.10. Ipek Fibroinin Ozellikleri

Ipek fibroin, ~ 350 kDa agir zincir ve ~ 25 kDa hafif zincir polipeptitlerinden
olusan, yiiksek diizeyde ¢Oziinmez bir proteindir. Bu zincirler disiilfid baglar ile
capraz baglanir. Mekanik stabilite, sulu veya organik ¢oziicii islenebilirligi, kimyasal
modifikasyon yetenegi, viicuttaki yavas degradasyon orani ve liretim siirecinde ¢ok
yonliiliik gibi benzersiz 6zelliklerinden dolayr ¢ogunlukla rejeneratif tip ve doku
miihendisligi uygulamalarinda tercih edilmektedir [54], [55].

Bombyx mori en ¢ok kullanilan ipek fibroin kaynagidir. Kozalar suda ¢6ziiniir
kiigiik globiiler protein serisin ve fibroz fibroin proteininden olusur. Kozalar
cogunlukla fibroin proteininden olusur. Fibroin koza formuna yapisal ve mekanik
stabilite verir [56].

Ipek fibroin, blok kopolimerleri ile benzer bir yapiya sahiptir, ciinkii hidrofobik
B-tabaka olusturan agir zincir, az hidrofilik hafif zincir ile polimerize edilir. Ipek
fibroin agir zincirinin yaklasik %90 alanin, glisin ve serin amino asit kalintilarindan
olusur. Bu amino asitler, antiparalel B-tabaka yapisina yol agmakta ve bu da proteine
mekanik dayaniklilik ve sertlik kazandirmaktadir [54], [57], [58].

Essiz ozellikler, ipek fibroini, kemik doku miihendisligi uygulamalar i¢in ¢ekici
bir malzeme haline getirmektedir. G6zenekli 3D hiicre kiiltiir tasiyicilari, tek basina
ve kompozit olarak ipek fibroinden imal edilmistir. insan mezenkimal kdk hiicrelerin
(hMSC) yiiklii fibroin bazli tastyicilarin, kok hiicrelerin osteojenik farklilasmasini ve

in vivo kemik olusumunu indiikledigi gosterilmistir [59], [60].
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Dogal bir polimer olan ipek ipekbdceginde bulunan epitel hiicreler tarafindan
sentezlenmektedir [54]. Eldesi en kolay ve en iyi karakterize edilmis ipek evcil bir ipek
bocegi olan Bombyx mori tarafindan tiretilmektedir. B. mori tarafindan sentezlenmis
olan ipek iki tip proteinden olugmaktadir, serisin ve fibroin. Fibroin ipegin yapisini
olusturan fibril yapidaki proteindir ve saf ipegin %70'ini olusturmaktadir. Serisin ise
suda ¢Oziiniir yapigkanimsi bir protein olup fibroin liflerini ¢evreler ve birbirine baglar.
Ipekten elde edilen biyouyumlu ve biyoc¢dziiniir fibroin proteinin farkli formlarda
malzemeler (toz, film, kopiik, fiber, vb.) olarak hazirlanmasi ve bu malzemelerin
biyoteknoloji ve biyomedikal alanlardaki kullanim1 iizerine odaklanilmaktadir.

Bombyx mori ipek boceginden elde edilen fibroin, lif yapisinda bir protein olup
iistlin malzeme Ozelliklerinin yani sira biyouyumlulugu, biyobozunurlugu, yiiksek
derecede dayanikli ve tok olusu, kolaylikla iglenebilirligi ile 6ne ¢ikan bir malzemedir
[61].

Ipek fibroin popiiler olarak tekstil endiistrisinin yaninda hiicre kiiltiirii, yara
ortiisii, ilag salinimi, enzim immobilizasyonu ve kemik hiicre miihendisliginde iskelet
olarak kullanim alan1 bulmaktadir.

Ipek; ipek bocegi ve oriimcekler tarafindan &zel epitel hiicreleri icinde
sentezlenen bir polimerdir. Yaygin olarak Bombyx mori ipek bdcegi, Nephila
calavipes ve Araneus diadematus gibi bazi1 6riimcek tiirlerinden elde edilir. Bombx
mori ipek bdceginin fibroin lifleri yaklagik 10-25 mm ¢apinda ve molekiil agirligi 26
kDa olan hafif ve 390 kDa olan agir zincirlerin 1:1 oranminda disiilfit baglar ile
baglanmasiyla olusur. Bu proteinler hidrofilik polimer ailesinden olan serisin ile (20-
310 kDa) ortiilmiistiir. Disiilfit bagi agir zincirin Cys-c20 (karbonil ucundan 20. amino
asit kalintis1) ile hafif zincirin Cys-172 arasinda olur ve fibroini bir arada tutar. P25
olarak isimlendirilen bir glikoprotein kovalent olmayan bag ile bu proteinlere
baglanmistir [83]. Agir ve hafif zincirler ile P25 proteinin molar oranlari ise 6:6:1
seklindedir. P25 proteininin yapmn biitiinliigiinii korudugu diisiiniilmektedir. Ipek
kozasmin kiitlece %25-30’unu serisin olusturmaktadir. Ipek; fibroin ve serisinin
yaninda yag, wax (mum) boya ve bazi inorganik tuzlar da igerir [61], [74]-[76].

Ipek fibroinde dogal bir protein olmasi sebebiyle proteinlerde bulunan birincil,
ikincil, ticlinciil ve dordiinciil yapilar goriiliir. Proteinlerdeki amino asit kalintilarinin
siralanigt proteinlerin birincil yapilarimi olusturur. Amino asit kalintilarinda farkli
fonksiyonel gruplar bulunmaktadir. Bu gruplar polar, apolar, aromatik, anyonik ve

katyonik olarak siniflandirilabilirler. Protein molekiilleri arasi etkilesimler (amid
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baglar1 arasindaki hidrojen baglar1 veya aromatik gruplar arasindaki 7 etkilesimleri)
onlarin ikincil yapisi olarak bilinen konformasyonunu olusturur. Ikincil yapiya &rnek
olarak ipek fibroinde de bulunan o—heliks, B-tabaka ve B-dongii verilebilir. Hidrojen
baglari; bir peptidin azot atomuna bagli hidrojen atomu ile 4. siradaki amino asit
kalintisinin  karbonil oksijenleri arasinda olusur ve protein bir eksen etrafinda
dolanarak a-heliks yapiy1 olusturur. Heliksin her doniisiinde 3,6 amino asit kalintisi
bulunur ve her doniiste gidilen uzaklik 0,54 nm’dir [75]. Zincirler arasindaki hidrojen
baglari, yan yana olan polipeptid zincirinin [-tabaka olarak bilinen zikzak
konformasyona sahip olmasina neden olur. Glisin ve alanin gibi amino asitler kii¢iik
yan zincirlerle B-tabakanin istiflenmesine imkan verirken kitleli amino asitler bu
birlesmeyi engeller [76]. B-tabakalar antiparalel ve paralel - tabaka olmak tizere iki
farkli sekilde bulunabilirler. Bitisik peptid zincirleri zit yonlerde (azot atomu ucundan
karbon atomu ucuna dogru) gittikleri takdirde bu 14 yapiya antiparalel p-tabaka,
zincirler ayn1 yonde giderse bu yapiya paralel B-tabaka adi verilir.

Heliks, p-tabaka veya [-dongli seklinde diizenlenmemis olan protein
bolgelerinin rastgele yumak olarak diizenlendigi sdylenir [77]. Ipek fibroini biiyiik
hidrofobik bloklar ile bunlarin aralarinda ve zincir uglarinda bulunan daha kiiciik
hidrofilik bloklardan ibaret cok-bloklu bir kopolimer mimarisine sahiptir [78].

Hidrofilik bloklar suda ¢oziliniirliigi saglarken, hidrofobik bloklar arasi
asosiyasyonlar, fibroinin rastgele yumak yapisindan [-tabaka yapisina bir
konformasyon gegisine neden olur. ipek fibroinin yapisindaki B-tabakalari malzemeye
dayaniklilik ve sertlik kazandirirken, daha diizensiz olan hidrofilik bloklar toklugu ve
elastisiteyi arttirir. Fibroin konsantrasyonu, pH, sicaklik, metal iyonlari, ¢6ziiciiniin
dielektrik sabiti, elektriksel alan, egirme ya da kesme kuvvetleri gibi cesitli dis
faktorler ipek fibroin yapisindaki konformasyon gegislerini kolaylastirir. Fibroin
cozeltilerinde olusan molekiiller aras1 B-tabakalari, fiziksel capraz bag etkisi yaparak
kararli hidrojellerin olugsmasini saglar [79]-[81].

Bombyx mori ipek boceginden elde edilen fibroin, lif yapisinda bir protein
olup iistiin malzeme Ozelliklerinin yani sira biyouyumlulugu, biyobozunurlugu,
yiiksek derecede dayanikli ve tok olusu, kolaylikla islenebilirligi ile 6ne ¢ikan bir
malzemedir [61], [62].

Ipek fibroin popiiler olarak tekstil endiistrisinin yaninda hiicre kiiltiirii, yara

oOrtiist, ilag salinimi, enzim immobilizasyonu ve kemik hiicre miithendisliginde iskelet
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olarak kullanim alani bulmaktadir. Biyouyumlulugu, biyobozunurlulugunun yaninda
kolay ve ucuz elde edilebilen ipek fibroin mekanik o6zellikleri ile de dikkat

¢ekmektedir.

2.11. Doku Iskelelerinde Beklenen Ozellikler

2.11.1. Doku Iskelelerinde Biyouyumluluk

Biyouyumluluk; uygulama sirasinda malzemenin viicut sistemine uygun cevap
verebilme yetenegi olarak tanimlanmistir. Biyouyumlu, yani ‘viicutla uyusabilir’ bir
biyomalzeme, kendisini ¢cevreleyen dokularin normal degisimlerine engel olmayan ve
dokuda istenmeyen tepkiler (iltthaplanma, pihtt olusumu, vb) meydana getirmeyen
malzemedir [63].

Yani hiicreler ve ev sahibi doku arasinda gegen etkilesimler zarar gormemelidir.
Sadece iskelenin veya ila¢ salinim sisteminin saglam haldeki durumu degil,
pargalanma fiiriinleri de biyouyumlu olmalidir. Ozellikle asidik pH’a neden olan
pargalanma triinleri ¢ok tehlikelidir [64]. Bu sebeple; iskelelerin, ilag salinim

sistemlerinin ve yara ortiilerinin iiretiminde biyopolimerler secilmektedir.
2.11.2. Doku Iskelelerinde Biyobozunurluk

Yapilarina ve bilesenlerinin molekiil agirliklarina gore parcalanma hizlar
degisen iskeleler, implant bélgesinden derece derece pargalanarak yok olurlar.iskele
tretiminde kullanilan polimerlerin biyobozunurluklarini etkileyen faktorler arasinda
kimyasal yap1 ve kompozisyon, iyonik gruplarin varligi, molekiil agirlig: ve dagilima,
morfoloji (amorf/ yari kristalin, mikroyapilar), islem kosullari, implantasyon bolgesi,
fizikokimyasal faktorler (iyon degisimi, iyonik gii¢ vb.), fiziksel faktorler (sekil ve
boyut degisiklikleri, diflizyon katsayisi varyasyonlari, mekanik mukavemet vb),
hidroliz mekanizmasi gibi daha pek ¢ok faktor sayilabilir .Uygun pargalanma hizi: ¢ok
onemli ve gergeklestirilmesi gii¢ bir konudur. Iskele yiiklenen kuvveti karsilamak ve
yeni olusan dokuyu desteklemek zorundadir. Eger yeni doku olusurken iskeleler cok
hizl1 bir sekilde pargalanirsa, yeni doku uygulanan kuvvetleri karsilayamayacak kadar

giigsiiz oldugundan ters bir etki yapacaktir. Diger taraftan pargalanma ¢ok yavas
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gerceklesirse, biiyliyen doku iizerinde gerilim artig1 olur ve esasen dokunun tagimasi
gereken yiikii iskele tasidigindan gelisim sirasinda yeni doku yeterince gliclenemez.
Bu sebeple mekanik mukavemet, molekiil agirligi, bozunma tiirii gibi pek ¢ok

parametre ¢ok dikkatli se¢ilmelidir [63], [65].
2.11.3. Doku Ile Uyumlu Mekanik Ozelliklere Sahip Olmai

Iskelenin (mukavemet, modiil, dayaniklilik, sertlik ve yumusaklik gibi) mekanik
Ozellikleri ev sahibi dokunun mekanik 6zellikleri ile uyumlu olmalidir [66]. Boylece
doku 1iyilesmesi gerceklesene kadar implantin parcalanmast ile riske atilmis
olmayacaktir. Mekanik 6zelliklerin kontrol edilmesi oldukg¢a zordur. implantasyon
bolgesinde stabil mekanik Ozelliklerin basarilmasi, hiicre ve doku yeniden

modellenmesi igin 6nemlidir [63].

2.11.4.Doku iskelelerinde Yapisal Ozellikler

Iskeleler; hiicre baglanmasina, biiyiimesine, cogalmasma ve farklilagsmasina,
ayrica ekstra hiicresel matriks olusumuna izin veren yapisal 6zelliklere sahip olmalidir.
Gozenek boyutlart ve sekilleri, gozeneklilikleri, gdzeneklerin baglanabilirlikleri,
gecirgenlikleri iskelenin implante edilecegi bolgeye uygun formda olmalidir. Iskelenin
tamamen kati olmasi istenmez. Hiicrelerin gozeneklerde tohumlanabilmesi igin,
gdzenek boyutunun hiicre boyutunun en az birka¢ kati olmasi gerekir. Ayrica
besinlerin ve atigin giris ¢ikisina, damarlasmanin olusumuna izin verilmelidir. Diizgiin
doku biiyiimesini gergeklestirebilmek i¢in yeterli gozenekliligi bulunmalidir [63],
[64].

Yara ortililerinin; biyouyumluluk, biyobozunabilirlik ve yeterli mekanik
mukavemeti saglama Ozelliklerinin disinda; toksinleri, atiklar1 uzaklastirma yara ara
yiiziinde yiiksek nem saglama gaz giris ¢ikisina izin verme termal yalitim saglama
ikincil enfeksiyonlara kars1 yaray1 koruma uzaklastirildiginda travmatik etki yapmama

partikiillerden ve toksik bilesenlerden arindirilmis olma gibi 6zellikleri olmalidir [67].
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2.12. Nanoliflerin Yara Ortiicii Olarak Kullanim

Nanolifler; yiiksek gozeneklilik, yliksek ylizey alanlari, hiicre dis1t matris
yapisini taklit edebilme ve hafif malzemeler olma gibi 6zelliklerinden dolay1 doku
iskeleleri, yara Ortlileri, yapay damar gibi medikal alanlarda kullanim alani
bulmaktadir. Nanolifler yiiksek yiizey alanlar1 sayesinde kanamay1 durdurucu 6zellikte
olmakta, nanoboyutlarda ince lifler olduklarindan dogal hiicre dis1 matris yapisini
taklit edebilmekte ve hiicrelerin tutunmasi, gelismesi, ¢ogalmasi i¢in elverigli ortam
saglamaktadir.

Nanolif malzemelerin, diisiik gozenek caplar1 ve gdzenekliliklerinin ¢ok yiiksek
olmasi malzemeye bakteri ve enfeksiyona neden olabilecek maddelerin gecisi
engelleyen ve nefes alabilen bir yap1 kazandirir. Kullanilan malzeme ile yara ortiiciiye
biyouyumluluk, biyog¢oziiniirlikk kazandirilabilmesinin yaninda, malzemenin fiziksel
ozellikleri de kontrol edilebilmektedir. Elektrospin yontemiyle, farkli fiziksel ve
kimyasal Ozelliklere sahip polimerlerden, farkli dayanimda, kimyasal ve fiziksel
Ozelliklere sahip nanolif doku iskeleleri tiretmek miimkiindiir.

Elektrospin siireciyle ayni anda iki ve {i¢ farkli polimerin birlikte egrilmesine de
olanak tanimakta ve istenilen ozellikte iskeleler iiretilebilmektedir. Bu yontemle
polimerik nanoliflerin iglerine ¢6ziinmeyen ilag veya biyoaktif molekiileri ilave
edilebilmektedir. Nanoliflerin i¢ine konulan bu biyoaktif maddelerin biyolojik

aktivitelerini korudugu bulunmustur [68].

2.13. Elektrospin Yontemi

Elektrik alan kuvvetlerinin bir s1v1 lizerine etki ettirilerek lif olusturulabilecegi
ilk olarak Formhals tarafindan 1934°’te ifade edilmistir [69]. Bu yontem Norton
tarafindan gelistirilmis ve bu yonteme dayali olarak calisan ilk cihaz tasarimini
yapmustir [70]. Elektrik alan ile lif ¢ekim islemi elektriksel ve hidrodinamik kuvvetler
altinda malzemeyi kiiciilterek sekil verme yontemi olarak tanimlanan
elektrohidrodinamik atomizasyon (EHDA) islemidir. Elektrik alan ile lif ¢ekim
isleminde, ¢ok kiiciik debilerde viskoz sivilara kilovolt boyutunda gerilim vererek,
akiskan nano boyutlu liflere dontstiiriiliir. Uygulanan voltaj ile viskoelastik akiskan

karsidaki topraklanmis yiizeye incelerek ge¢mektedir. Diizenek ucunda iken hemen
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hemen diizeyle ayni ¢apa sahip olan jet iizerinde yiiksek derecede incelme olmakta, bu
esnada ¢oziicli buharlagmakta ve karsiya nanometrik ¢apta lifler olarak diizensiz bir
sekilde toplanmaktadir [71], [72].

Cogunlukla dokusuz nanolif mat olusumu elektrot toplayici iizerine rastgele
toplanir. Konvansiyonel iplik ¢ekim sistemlerinde, polimer eriyik veya ¢ozeltisi
tizerinde mekanik kuvvetler etkilidir. Bu etkiler altinda elde edilen liflerin ¢aplari 10
—500 um araliginda degismektedir [71], [73]. Elektrik alan ile 1if gekim sisteminde ise
mekanik kuvvetlerden farkli olarak elektrik alan kuvveti etkilidir. Yiiksek elektrik
alanda elektrik alan kuvvetleri ile Coulombic kuvvetlerin birlesimi etkili olmaktadir.

Bir elektrik alan ile lif cekim diizenegi asagida gosterilen kisimlardan olusur;

e Polimer ¢ozelti ile dolu kapilar tiip olan bir siringa,
e Gerekli elektrik alan kuvvetini olusturacak yiiksek gerilim gii¢ kaynagi,

e Toplayict metal levha,

Elektrik alan ile lif ¢ekimde nanoliflerin istenilen boyutlarda {iretilmesi i¢in

onemli temel parametreler 3 grupta incelenmektedir. Bunlar:

e (ozelti veya eriyik parametreleri; molekiiler agirlik, molekiiler agirlik
dagilimi, polimerin yapisi (lineer, dalli, ags1), ¢ozelti 6zellikleri (viskozite,
iletkenlik, yilizey gerilimi, elastiklik, pH),

e Islem parametreleri; uygulanan gerilim, diizedeki hidrostatik basing, debi,
diizenek ile toplama plakasi arasindaki mesafe, toplama plakasinin bigimi ve
hareketi [72],[73].

e C(Cevresel parametreler; sicaklik (eriyik sicakligi, c¢ozelti sicakligi, cevre

sicakligi), bagil nem, vakumdur.

Elektrik alan ile lif ¢ekim yontemi ile elde edilen yiizeyler disiik lif ¢api, yiiksek
Ozgiil yiizey alanm1 ve bosluklu yapisi sayesinde, filtre, membran, sargi bezi, doku
iskeleleri, koruyucu giysiler, ilag tasinmasi, sensorler ve opto-elektronik uygulamalari
gibi birgok kullanim alan1 bulmustur [82],[83]. Elektrik alan ile lif ¢ekim teknigi ile
elde edilen doku iskeleleri, ekstraselliiller matrikse (ECM) yapisal benzerliginden

dolay1 doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in tercih edilen bir yontemdir. Kollektoriin
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mesafesi, uygulanan gerilimin biiyiikliigli ya da ¢dzeltinin akis hiz1 gibi degiskenler,
hiicrelerin yapisma, ¢ogalma ve go¢ gibi hiicre fonksiyonlarini etkilemek icin
degistirilebilir. Elektrik alan ile lif gekimi yapilmis polimer nanolifler gelismis protein
adsorpsiyonu, yiiksek yapisal biitiinliik ve iyi mekanik 6zellikleri, biyo-benzer yapisi,
genis Ozgiil yiizey alanlar1 gibi birgok mitkemmel 6zellige sahiptir [84]-[86]. Elektrik
alan ile lif cekim yontemiyle; kolajen, kitosan, kitin, ipek fibroin ve polietilenoksit,
poli (DL-laktid-ko-glikolid), poli (L-laktit) ve polikaprolakton gibi dogal ve sentetik
polimerden biyobozunur nanolif yapili triinler iiretilir [85], [87]. Polimer esash
nanoliflerin iiretimi i¢in en etkin yontem electrospin yontemidir. Elektrospin,
akigkanlar dinamigi, polimer kimyasi, temel fizik, elektrik fizigi, makine ve tekstil
miihendisligi disiplinlerini barindiran multi disipliner bir yontemdir. Elektrospin igin

deney diizenegi Sekil 2.3’ de gosterimistir.

Besleme tnitesi

Toplayict

4 A
v

Yiksek Yoltaj Glg
Kaynadi

Sekil 2.3: Elektrospin metoduyla nanolif tiretimi.

Bu teknikte, polimer uygun bir ¢oziiclide ¢oziiliir, siringanin igine yerlestirilir.
Daha sonra ¢ozelti ile siringanin agik ucunun karsisindaki bir toplayici levha arasina
18 kV-50 kV arasinda gerilim uygulanir. Besleyici tinitedeki ignenin ucunda asili
durumda duran ¢ozelti damlasi kritik bir voltaj degerine kadar, kiiresel bir bicimde
bulunur. Uygulanan potansiyel fark bir kritik degere ulastigi anda, elektrostatik
kuvvetler ylizey gerilimi kuvvetlerine esitlenir. Bu noktada ¢o6zelti damlas1 sekil
degistirerek koni (Taylor konisi) bi¢imini alir. Sekil 2.4’de polimer damlasinin artan
voltaj etkisiyle yari kiiresel damladan (a), Taylor konisine gegisi (b, c), Taylor

konisindeki sekli (d) ve Taylor konisinden bir jet halinde ¢ikis1 verilmistir. Taylor’in
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[88] koni tizerine yaptigi calismada buldugu kritik voltaj degerindeki yari koni agist
49.3° “dir.

Cozelti damlasi Taylor konisi halini aldiktan sonra voltajdaki artisla birlikte koni
ucundan bir jet fiskirir (e). Jet toplayici levha ile metal igne ucu arasinda ilerlerken
farkli yollar izler. Yiiklenen jet Taylor konisinden ¢iktiktan sonra belli bir mesafede
kararli bir sekilde hareket eder. Daha sonra jette kararsizlik hali belirir. Kullanilan
polimerin ¢ozeltisi veya eriyiginin 6zelligine ve sistem degiskenlerine bagli olarak

degisebilir [89].

Sekil 2.4: Kilcal boru ucundaki damlanin ilerleyerek artan voltaj etkisiyle
Taylor Konisi ve jet olusumu a) 110°C b) 107°C ¢) 104°C d) 100°C.
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Elektropin isleminde en ¢ok goriinen kararsizlik hali whippingdir. Whipping
olusumunun nedeni, jet ylizeyindeki yiiklerin karsilikli olarak birbirlerini itmesi ile
meydana gelen ve yiiklerin bir arada olamamalarindan dolay1 jette merkezden radyal
bir sekilde tork olusmasidir. Jet toplayici plakaya yaklastiginda ise ana jetten ayrilan
kiigiik jetler meydana gelir. Bu kii¢iik jetlerin olusmasinin nedeni ise radyal yiiklerin
birbirini itmesi sonucu ana jetten ayrilmasidir [90]. Jet yeterince inceldiginde ve
viskoelastik kuvvetler yeterince soniimlendiginde yeni whipping karasizliklar1 olusur.
Bu karasizlik haline ikinci whipping karasizligi denir. Bu olay Sekil 2.5. ‘de

gosterilmistir.

= Sumga
- Askdaki
= aa ‘ Damla
; ——
e MWhipping
T Kararsizh@
- A
,-? \
Topraklammus Tkinci Whipping
Toplayic1 Plaka Kararsizh@

Sekil 2.5: Elektrospinde Whipping Kararsizligi ve Taylor Konisi.

Elektrospin islemini ilgilendiren iki kuvvet dengesi mevcuttur. Ilki prosesin
stirdiiriilmesi icin gerekli olan kuvvet sistemi, ikincisi ise islemin 6niinde engel teskil
eden kuvvet sistemidir. Ilk kuvvet sistemi, damlanin kararliligin1 bozarak damlanin
deformasyona ugrayip, damladan ince bir jet olusmasina yardim eder. Ikinci kuvvet
sistemi ise sivinin uzayip akmasina engel olarak damlay1 sabitleme egilimine siiriikler

[91], [92].
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Sekil 2.6’da polimer sivisinin elektrik alan icinde modellemesi goriinmektedir.
Polimer sivisinin lineer bir pargasi A ve B boncuklarinin dizilimi ile gdsterilmektedir.
Her parcacigin (boncuk) bir e elektrik yiikii bir m kiitlesi mevcuttur. Bu pargacik iki
paralel plaka arasinda VV0o’lik bir potansiyel fark olacak sekilde tutulmaktadir. Elektrik

alan etkisi altinda B pargacigina bes farkli kuvvet etki etmektedir;

! Jet Ekseni
I

LA

N
/ \\
1 F
N
™~
A 4 F,z \
/
e
F /s
7
Ve
/s
S

Sekil 2.6: Elektrik alan iginde yiiklenmis polimer siv1 jetinin modellenmesi.
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Gegmiste whipping olayi, cogu arastirmaci tarafindan gézlemlenemediginden
dolay1 jetlerin pargalanarak toplayiciya dogru ilerleyip bdylelikle nanoliflerin
olustugunu ifade edilmistir. Esasinda whipping olayr ¢ok hizli gerceklestigi icin
yiiksek hizli fotograflama teknigi olmaksizin gozlemlenemez. Sekil 2.7. ’de aym
olaymm hem 25 fps (frame per second: saniyede ¢ekilen resim sayis1) hem de 4000

fps’de ¢ekilmis fotograflar: gosterilmis olup, fark agik¢a ortaya ¢ikmistir [93].

(a) {b)

Sekil 2.7: 25 Fps’daki Whipping olaymin fotografi b) 4000 Fps’da Whipping
olayinin fotografi.

Siringadan ¢ikan jet birinci ve ikinci whipping karasizlik bolgelerinden sonra
lifler toplayici plaka iizerine rasgele bir sekilde nonwoven olarak toplanirlar. Toplayici
levhada olusan agims: yiizeyde caplari 3 nm’den 1 mikronun iizerindeki degerlere
kadar degisen lifler bulunabilmektedir. Elektrospin prosesi ile elde edilmis lifler

elektrostatik olarak yiiklenmis olabilirler veya yiik tiretebilirler [94], [95].
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3.DENEYSEL KISIM

Bu tez galismasi dort adimdan olusmaktadir. Caligmanin ilk adiminda, ipek
kozalar serisinden ayrilarak ipek fibroin ¢dzelti haline getirilmistir. ikinci adimda,
belirli oranlarda kaliplarda kurutma islemi yapilarak siinger Ipek-PVA kompozit
yapilar elde edilmistir. Ugiincii adimda, iiretilen bu kopiik yapilarin iizerine
kaplanacak kolajen nanofiberlerin elektrospin optimum sartlart belirlenmistir.
Calismanin son adiminda, biiyiik 6l¢lide gozenekli yapiya sahip ipek siingerler tizerine
kolajen nanofiber kaplanarak katmanli yap1 elde edilmistir.

Cozelti hazirlama islemlerinde, nanofiber {iretimi ve siinger {iretiminde

kullanilan kimyasal maddeler ve cihazlar sirastyla Tablo 3.1. *de verilmistir.

Tablo 3.1: Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler.

Ad Uretici Firma Katalog No
Ipek Kozas1 Bursa Koza Birlik |-

Asetik Asit Merck 36248
Etanol Merck M5852
Genipin Sigma Aldrich G4796
HFIP Sigma Aldrich 105228
EDC Sigma Aldrich E7750

TFE Sigma Aldrich T8132
CaCl; Sigma Aldrich 12022
Na;HCOs3 Sigma Aldrich 13418

LiBr Sigma Aldrich 105669.1000
PVA (72000) Merck S37667
Formik Asit Merck K195633663
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Tablo 3.2: Tez Calismasinda Kullanilan Cihazlar.

Adi Modeli Bulundugu Yer
FT-Infrared Perkin Elmer 100 Gebze Teknik Universitesi
Spektrofotometresi

Electrospin Cihaz1

Starter Kit

Bahgesehir Universitesi Tip
Fakiiltesi

DSC-Diferansiyel

Taramali1 Kalorimetre

DSC-60 Shimadzu

Gebze Teknik Universitesi

SEM-Taramali
Elektron Mikroskop

Philips XL 30 SFEG

Gebze Teknik Universitesi

TEM-Gegirimli
Elektron Mikroskobu

Zeiss LEO 922 Omega

mikroskopu

Physik Instrumente, Karlsruhe,

Almanya

Liyafilizator Telstar Cryodos (scanvac | Gebze Teknik Universitesi
cool safe)
Vorteks Vortex Genie 2 Scientific | Gebze Teknik Universitesi

Industries

Hassas Terazi

Sartorious Basic

Gebze Teknik Universitesi

Raman Spektroskopi

Alfa300, WITec, Ulm,

Physik Instrumente, Karlsruhe,

Almanya

Manyetik Karistirict

Heidolph MR3001

Gebze Teknik Universitesi
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3.1. Elektrospin Cihazinin Tasarlanmasi

Elektrospin yontemi i¢in gerekli deney diizenegi (Sekil 3.1) temel olarak 6nemli

lic ana parcadan olusmaktadir.

e Yiiksek Voltaj kaynagi
e (Cift Kanalli Siringa Pompast
e Toplayic1 Bakir Plaka

Syringe
Pump Fizh Voltage
Supplier
Teflom Insulator
——=o© ©
Grounded

Sekil 3.1: Elektrospin cihazi.

Hazirlanan c¢ozelti pompa yardimiyla siringadan metal igneye sabit hizla
gonderilir. Metal ignenin ucunda damlacik taylor konisi seklini aldiginda ytiksek voltaj
kaynagi agilir. Polimer damlacigi elektriklenir ve indiiklenmis olan yiik damlacik
toplayic1 yiizeyine esit olarak dagilir. Islem sirasinda igne agzindan ¢ikan damlaciga
etki eden kuvvetler; yer ¢ekimi, ylizey gerilmesi, viskozite ve elektriksel gerilme
kuvvetleridir. Bu kuvvetler birbirini dengeleyerek igne ucunda Taylor Konisi olusturur
ve tiim kuvvetlerin birbirinin dengelenmesine bagli damla veya s1v1 jet meydana gelir.
Bu elektriklenmis jet hizla uzayarak uzun ve ince ipliksi yap1 olusur. S1v1 jetin devamh
uzamasi ve ¢Oziiciiniin buharlasmasi sonucunda lif ¢api mikrometre seviyesinden

nanometre mertebesine diiser. Boylece siirekli nanolifler elde edililir.
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Sekil 3.2: Elektrospin giivenlik kutusu.

3.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi
3.2.1. Ipek Fibroin Cézeltilerinin Hazirlanmasi

Ipek kozalaklarindan fibroin protein elde edilme asamalar asagidaki gibidir [96].

Kozalar dort esit pargaya ayrildi ve 6lii giive temizlendi.

e Serisini uzaklastirmak i¢in, 12 g temizlenen koza, Na,COs ¢ozeltisinde (1L,
0,05 M) 100 °C de 1 saat manyetik karistirict kullanilarak 1sitildi. Fibroin
karigimdan siiziilerek ayrildi.

e Fibroinin tamamen saflastirilmasi igin, fibroin 1 L saf suda 20 dakika 70°C’de
karistirtlarak 1sitildi ve siiziildii. Bu islem 5 kez tekrarlandi. Elde edilen fibroin
oda sicakliginda kurutuldu. 10 gram fibroin elde edildi.

e Fibroin asagida gosterilen tuzlar ile muamele edilerek ¢oziiniir hale getirildi.

i) 10 g fibroin Lityum bromiir ¢ozeltisinde (30ml ,9,3 M) 1 saat 60°C de

karistirildi. Elde edilen ¢ozelti 2 saat buzdolabinda (+4°C) bekletildikten
sonra ¢Ozeltinin tist kismindaki safsizliklar spatiil ile uzaklastirildi.

i) 14,7 g CaCl, 11,6 ml Etanol, 10,8 ml ultra saf su ¢6zeltisi hazirlandu.
Cozelti igerisinde 1,2 g ipek fibroin fiberler 2 saat 150 rpmde 70 °C de
karistirildi. Elde edilen ¢ozelti filtre edilerek saflagtirildi.
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e (Cozeltideki tuzlar selilloz diyaliz membran1 (Sigma-MWCO 14000)
kullanilarak 500 mL’lik bir beherde suya kars1 3 giin boyunca diyaliz islemi
uygulandi. Tuzun tamamen uzaklagmasimni saglamak i¢in saf su 1 saat
araliklarla degistirildi. Fibroin ¢6zeltisi elde edildi.

e Diyaliz islemi sonunda eclde edilen ¢ozeltideki su 40 °C vakumlu etiiv
kullanilarak uzaklastirilarak saf fibroin elde edildi. Elde edilen saf fibroin

tartilarak ¢ozelti yiizdesi belirlendi (1 ml i¢erisinde 1 g).
3.2.2. Ipek Fibroin + PVA Cozeltisinden Ipek Siinger Hazirlanmasi

Hazirlanan iki farkli fibroin (%6) ¢ozeltisi (+4 °C) saklamaya birakildi. Daha
sonra PVA ¢ozeltisi hazirlamak igin, 0,6 g PVA tozu 100 ml saf su igerisinde 100°C’de
karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti oda sicakligina kadar sogutuldu. Tiim numuneler i¢in
toplam hacim oran1 10 ml olarak belirlendi. PVA/Ipek: 7/3 kompozit hazirlamak igin
7 ml %6’lik PVA ¢ozeltisi ile 3 ml %6’ lik Fibroin ¢6zeltisi 2 saat karigtirildi. Tiim
PVA/Ipek ¢ozeltileri yukaridaki 6rnekte oldugu gibi Tablo 3.3 ve Tablo 3.4 esas
aliarak hazirlandi.

Cozeltiler (PVA/Ipek) plastik petri kablarma dokiildii. Oda sicakliginda 24 saat
bekletildikten sonra, ilk olarak +4 °C’de 12 saat sonra -20 °C’de 12 saat tutuldu.
Dondurulmus halde olan PVA/Ipek ¢ozeltileri 18 saat boyunca liyofilize edilerek
kompozit siinger (Sekil 3.3, Sekil 3.5) olusumu saglandi. Tiim asamlar ayrintili

bicimde Sekil 3.3.’de gosterilmistir.
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iPEX KDZAST SERISININ UZAKLASTIRILMAS!
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PAMUK HALE GELMES] E

iPEK soLOsYOMUN DivALIZI

v

iPEK FIBROIN +PVA SOLOSYONLARININ
BELIRLENEN ORANLARDA KALIPLARA

DOKILMES]
DOMDURARAK KURUTMA

BPEK FIBROIN + PVA KOMPOZIT

SUNGER

Sekil 3.3: Ipek kozasindan ipek siinger elde edilmesi asamalari.

Sekil 3.4: Ipek Fibroin (LiBr) PVA Siinger Kompozit a) PVA/Ipek: 0/10, b)
PVA/ipek: 317, ¢) PVA/ipek: 4/6, d) PVA/ipek: 5/5, €) PVAVipek: 6/4, f) PVA/ipek:
7/3, g) PVA/ipek: 10/0.
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Tablo 3.3: ipek Fibroin (LiBr) PVA siinger kompozit derisim oranlar1 ve
optimizasyon sartlari.

Stinger PVA (ml) | IPEK Fibroin | Bekleme | Liyofilizasyon
Kompozit | (%6) Cozeltisi (LiBr) ml stiresi stiresi
(Saat) (Saat)
a 0 10 12 18
b 3 7 12 18
c 4 6 12 18
d 5 5 12 18
e 6 4 12 18
f 7 3 12 18
g 10 0 12 18

Sekil 3.5: Ipek Fibroin (CaClz) PVA Siinger Kompozit a) PVA/Ipek: 0/10, b)
PVA/Ipek: 3/7, c) PVA/Ipek: 4/6, d) PVA/Ipek: 5/5, ) PVA/Ipek: 6/4, ) PVA/Ipek:
713, g) PVA/ipek: 10/0.
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Tablo 3.4: Ipek Fibroin (CaCl,) PVA siinger kompozit derisim oranlar ve

optimizasyon sartlari.

Stinger PVA (ml) [PEK Fibroin | Bekleme | Liyofilizasyon
Kompozit | (%6) Cozeltisi siiresi stiresi
(CaCl2) ml (saat) (saat)
a 0 10 12 18
b 3 7 12 18
c 4 6 12 18
d 5 5 12 18
e 6 4 12 18
f 7 3 12 18
g 10 0 12 18
3.2.4. Elektrospin Uygulama i¢in Kolajen Cézeltilerinin

Hazirlanmasi ve Nanofiber Uretimi

Kolajenin farkli formlarda elde edilmesi i¢in ¢ozelti se¢iminin yaninda asil

yapist olan triple helix yapisinin korunmasida 6nem arz etmektedir. Kolajen ¢ozeltisi

hazirlamak i¢in {i¢ farkli ¢oziicli kullanilmistir.

e 1ml (60 um saf su + 40 pm (%40(w/v)) asetik asit ¢ozelti igerisinde %0,4 g

kolajen ¢oziildii ve 12 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida

karistirildi ve %40’ ik asetik asit ¢cozeltisi elde edildi.

e Iml TFE igerisinde sirasiyla 0,06 g, 0,08 g, 0,1 g, 0,12 g kolajen tozu ¢oziildii.

12 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi ve Sirastyla

%6-8-10-12 (w/v) TFE ¢ozeltileri elde edildi.

e 1ml HFIP igerisinde sirasiyla 0,06 g, 0,08 g, 0,1 g, 0,12 g kolajen tozu

¢oziildi.12 saat boyunca oda sicakliginda manyetik karigtiricida karistirildi.
Sirasiyla %6-8-10-12 HFIP ¢ozeltileri elde edildi.

Elde edilen ¢ozeltiler siringaya alinarak, siringa elektrospin igne pompasina

yerlestirildi. Elektrospin uygulama i¢in parametreler ayarlandi (Toplayici igne ucu

mesafe 15 cm, voltaj 17 kV, akis hiz1 1 pl/dk). Daha sonra yiiksek voltaj verilerek

plaka iizerinde kolajen nanolifler toplandi. Karakterizasyon sonrasi uygun olan

nanofiber se¢ildi ve yara Ortiisii i¢in ilk katman tiretildi.
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7

Kolajen Soliisyonunun Elektrospin ile Nanofiber Eldesi

Kolajen Soliisyonu
Siringaya Alinmasi M

Kolajen Nanofiber

Sekil 3.6: Kolajen nanofiber tiretim asamalari.

Tablo 3.5: Elektrospin Uygulama I¢in Kolajen Cozelti Parametreleri.

Cozici | Kolajen | Karisim | Mesafe | Uygulanan | Akis | Nanofiber Olusumu
Cozelti | Saati (cm) voltaj kV | Hizi
Derisimi pL/dk
%
%6 12 15 17 1-0.5 | Kismen
Boncuklanma
TFE %8 12 15 17 1-0.5 | Diizgiin Nanofiber
%10 12 15 17 1-0.5 | Diizgiin Nanofiber
%12 12 15 17 1-0.5 | Diizgiin Nanofiber
%6 12 15 17 1-0.5 | Kismen
Boncuklanma
HFIP %8 12 15 17 1-0.5 | Diizgiin Nanofiber
%10 12 15 17 1-0.5 | Diizgiin Nanofiber
%12 12 15 17 1-0.5 | Diizgiin Nanofiber
%20 12 15 17 1-0.5 | Boncuklanma
%40 %30 12 15 17 1-0.5 | Boncuklanma
HAC %40 12 15 17 1-0.5 | Diizgiin Nanofiber
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3.2.5. Elde Edilen Kolajen Nanofiberlerin Kararh Hale Getirilmesi

e Ultraviolet (UV) Isik Crosslinking:
Elektrospin islemi ile elde edilen Nanofiberler 254 nm araliginda 5 cm mesafede

UV 1sik altinda belirli siireyle tutularak crosslink islemi gozlendi.

e Dehydrothermal Crosslinking:
Elektrospun kolajen nanofibers vacuum firminda 24 saat birakildi. Ilk olarak
vakum agilarak ortamin havasi alindi sonra sicaklik 110° C kadar yiikseltilerek 12 saat
firinda bekletildi. Bir giin sonra sicaklik kapatildi ve firin oda sicakligina gelene kadar

numune vacumm firininda bekletildi. Daha sonra vacuum kapatilarak numune alindi.

3.2.6. ipek Siingerlerin Nanofiberle Kaplanmasi

Elde edilen ipek Fibroin/PVA siinger kompozitler elektrospin cihazinm ilk
olarak toplayict kismina yerlestirildi. Daha sonrasinda nanofiber uygulama ile
belirlenen optimizasyonlarda kompozit kopiik iizerinde nanofiber olusumu saglandi

(Sekil 3.7.).

¢

Kolajen Soliisyonunun

Kolajen Soliisyonu Elektrospin ile Nanofiber Eldesi
Siringaya Alinmasi )

ipek + Pva Kompozit Képiik

Kolajen Nanofiber

Sekil 3.7: Katmanl kolajen tiretim agamalart.
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3.3. Yapisal Karakterizasyon

3.3.1. Taramal elektron mikroskop (SEM) Analizi

Ipek fibroin/PVA kompozit képiiklerin ve kolajen nanofiberlerin morfolojisi
SEM ile incelenmistir. (GTU- Philips XL 30 SFEG marka taramali elektron
mikroskobu). Sigratma cihazi ile numuneler altin kaplanarak iletken olmayan protein

yapilarin analizinin yapilmasi saglanmastir.

3.3.2. Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) Analizi

Kolajen nanofiberlerin morfolojisi TEM ile incelenmistir. (Zeiss LEO 922
Omega mikroskopu, Almanya) Sigratma cihazi ile kolajen nanofiber numuneler altin
kaplanarak analiz yapilmustir.

Gegirimli Elektron Mikroskobu, goriintileme ve kirinim tekniklerini birlikte
kullanarak malzemelerin  mikro yapisal incelemesini ve kristal yapilarinin
belirlenmesini birlikte saglayabilen ¢ok 6zel bir malzeme karakterizayon cihazidir. Bir
baska deyisle, nanometre mertebesinde cok kiiclik ve ince alanlardan, milyon kati
biiylitmelerde malzemenin kristalagrofik ve morfolojik bilgilerine ayni anda

ulasilmasini olanakli kilan bir tekniktir.

3.3.3. Fourier Transform infrared (FT-IR) Analizi

Ipek-PVA kompozit siingerlerin yapisal analizleri i¢in Fourier Transform
Infrared (FT-IR) Spektroskopisi (Perkin Elmer Spectrum 100 -GTU) kullanilarak

saptanmuistir.

3.3.4. Raman Spectroscopy

Raman kolajen orneklerinin (native kolajen, TFE ve HAc'den elde edilen
elektrospun kolajen nanofiber) spektroskopik karakterizasyonu ig¢in, bir ¢ift frekansh
Raman mikroskopu (alfa300, WITec, Ulm, Almanya), frekans ikiye katlanmis Nd:

YAG lazerle (532 nm) birlikte kullanilmistir, lazer uyarma ve piezoscanner (P-500,
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Physik Instrumente, Karlsruhe, Almanya). Spektrumlar 3 cm ~ ! spektral ¢oziiniirliige
sahip bir 1zgara (600 g mm ~ ') spektrografin (UHTS 300; WITec, Ulm, Almanya)
arkasina yerlestirilmis bir termoelektrikle sogutulmus CCD detektorii (DU401A-BV,
Andor, UK) ile toplanmustir. Lazer 1s1n1, sayisal diyafram NA = 0.4 ve nokta boyutu
0.61 A / NA olan bir mikroskop objesi (20X, Nikon Instruments, Amstelveen,
Hollanda) ile odaklanmistir. Olgiim igin ScanCtrlSpectroscopyPlus yazilimi (versiyon
1.38, Witec) ve spektrum isleme icin WITec Project Plus (stirim 2.10, Witec)

kullanilmustir.

3.3.5. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

Kolajen nanofiberlerin ve kompozit siingerlerin DSC analizleri (DSC-60
Shimadzu) cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Kolajen nanofiberler igin analiz
tarama hizi 10 °C/dk. ve sicaklik araligi 200°C olarak kullanilmistir. Kompozit
stingerlerin DSC analiz tarama hizi 10°C/dk. ve sicaklik araligi 300° C olarak
kullanilmuistir.

DSC-60 Shimadzu (Japonya) iizerinde 6rneklerin kalorimetrik 6lgiimleri (native
kolajen tozu, TFE ve HAc'den elde edilen elektrospun kolajen nanofiberler, Siinger
Kompozitler) gergeklestirilmistir. Veri analizi, cihazla birlikte verilen Ta60 yazilimi

(versiyon 2.21) kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGU VE TARTISMALAR

Bu kisimda tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen katmanli yara Ortiisiiniin yara
temas tabakasi olan nanofiber katmani1 ve destek tabakasi olarak ipek fibroin/PVA
kompozit siinger yapinin bulgularina yer verilmistir.

Elde edilen katmanli yara Ortiisiiniin derinin epidermis ve dermis tabakalarini
taklit etmesi ongoriilmektedir. Bu amagla 6ncelikle, epidermis tabakasini temsilen,
dondurarak kurutma yontemiyle yiiksek gozeneklilige sahip ipek fibroin bazli
siingerler iiretilmistir. Ipek fibron flexibilite katmak icin PVA belli oranlarda
karistirilarak diizglin por dagilimli ve yara oyugunu doldurabilecek flexbilitede siinger
elde edilmesi saglanmistir. Birgok farkli ¢ozeltide siingerler hazirlanarak mekanik ve
por yapilar1 degerlendirilerek en dogru ¢ozelti ve oran secilmistir. Bu siingerlerin
analizi SEM ile yapilmistir. Yara Ortiisii dermis tabakasimi temsilen ipek silinger
izerine ¢esitli derisimlerde nanofiberler kaplanarak elde edilmistir. Siinger yiizeye
kaplanacak kolajen nanofiber iiretimi i¢in temel sistem parametreleri; akis hizi,
uygulanan voltaj ve polimer derisimi optimize edilmis, bu sartlarda tiretilen
nanofiberler, biyonanotekstiller olarak kullanilmak iizere ileriki calismalar i¢in
secilmistir.

Genel olarak diisiik ¢ozelti derisimlerinde kolajeninin nanofiber {iretimi hedef
alinmigtir. (%1-5) homojen ve diizgiin nanofiberler elde edilememis, Taylor konisi
olusumu goézlenmemistir. Cozelti derisimi %8-10 arasinda ise diizglin yapida,
homojen, ¢aplart 100 nm ile 222 nm arasinda degisen nanofiber aglarinin olustugu

gozlenmistir. Detaylar asagida ayrintili olarak verilmistir.

4.1. Yara Ortii Katmanlarimn Morfolojik Ozelliklerinin
Incelenmesi

4.1.1. Kompozit Siingerin Morfolojik Ozellikleri

Coziinme, ipek fibroini filmlere, jellere, gozenekli iskele malzemelerine ve
elektrostatik iplikli ipek liflerine doniistiirmenin tek yoludur. C6zmek i¢in kullanilan
cesitli ¢ozlinme sistemleri vardir. Bununla birlikte, birkac calisma bu farkli ¢oziicii
sistemleri arasindaki farkliliklara odaklanmistir. Yapilan birgok calismada kozadan

serisinin uzaklastirilmasi ile elde edilen degumming ipegi ¢dzmek i¢in kullanilan
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¢oziicliniin énemi vurgulanmustir. Iki farkli ¢oziiciiden elde edilen ipek fibroin
cozeltisi ile %6 ‘lik PVA Kkaristirilarak elde edilmistir. Ipek fibroin ve PVA
¢oziiclilerinden hazirlanan numuneler yiizeydeki gézenek biyiikliigl, i¢ bolimden
daha kiigiik gozenekli ipek iskeleleri hazirlamak i¢in basit ve ¢evre dostu bir yontem

olan dondurarak kurutma yontemi kullanilmistir (Sekil 4.1.).

komporzit siinger esneklik goriintiisii

ompozit siinger esneme sonrasi hali

Sekil 4.1: Elde edilen kompozit siingerler.
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Sekil 4.2: CaCl: elde edilen Kompozit Siingerlerin SEM goriintiisii a)
PVA/Ipek: 0/10, b) PVA/ipek: 3/7, ¢) PVA/ipek: 4/6, d) PVA/ipek: 5/5, e)
PVA/Ipek: 6/4, f) PVA/Ipek: 7/3, g) PVA/Ipek: 10/0.

CaCly/Etanol/H20 (Ajiwa) ¢oziiciisiinden elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi
kullanilarak tiretilen kompozit siingerlerin gozenek dagilimlart SEM ile incelenmistir.
SEM sonuglar1, ipek ve PVA nin farkli oranlarina sahip tiim 6rneklerin (PVA/ipek
10:0 siinger harig) ii¢ boyutlu gozenekli yapilara sahip oldugu gostermektedir. Enine
kesitlerin SEM gdriintiilerine (Sekil 4.2.) gore, gdzenekli yapilar Ipek/PVA oranlarina
bagli olarak degismistir.SEM gériintiilerinden, 6rneklerin PVA/Ipek oran1 7:3 olan

gbzenek boyut dagilimi digerlerinden daha homojen goziikmektedir. Yiizeyde Ki
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gbzenek biiytikliigii, i¢ boliimden daha kiiciik gozenek boyutuna sahiptir. Tiim bunlara
ek olarak elde edilen siinger yap1 ylizeyinin pliriizsiiz olmasi yara Ortii se¢iminde dnem
arz etmektedir. Bu nedenle epidermis tabakasimi temsilen CaCly/Ethanol/dH.O’den

elde edilen ipek fibroin ¢6zeltileriyle hazirlanan siingerler kullanilmistir.

Sekil 4.3: LiBr elde edilen kompozit siingerlerin SEM goriintiisii a) PVA/Ipek:
0/10, b) PVA/ipek: 3/7, ¢) PVA/ipek: 4/6, d) PVA/Ipek: 5/5, €) PVA/ipek: 6/4, f)
PVAVipek: 7/3, g) PVA/Ipek: 10/0.

LiBr ¢oziiciisiinden elde edilen ipek fibroin ¢ozeltisi kullanilarak iretilen
kompozit siingerlerin gézenek dagilimlar1 SEM ile incelenmistir. SEM sonuglar1, Ipek
ve PVA’nin farkli oranlarina sahip tiim &rneklerin (PVA/Ipek 10:0 siinger haric) iic
boyutlu gozenekli yapilara sahip oldugu goziikmektedir. Enine Kesitlerin SEM
goriintiilerine (Sekil 4.3.) gore, gézenekli yapilar ipek/PVA oranlarina bagl olarak
degismistir.SEM goriintiilerinden, &rneklerin PVA/Ipek oran1 7:3 olan gdzenek boyut
dagilimi digerlerinden daha homojen gdziikkmektedir. PVA/Ipek oram 7:3 kompozit
oraninda ise yiizeyde ki gdzenek biiyiikliigii, i¢ boliimden daha kiiclik gozenege sahip
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oldugu goriilmistiir. (Sekil 4.3.f.1-f.2). Bu 6zellik iskeleleri yara iyilesmesi i¢in daha
uygun hale getirecektir. Ayn1 zamanda nanofibroz yapilar da ylizeydeki gozeneklerin
icinde goziikkmektedir. Kiiclik gozeneklerin ve nano liflerin varligi ayni zamanda
ilaglarin salim davraniginida diizenleyebilir [97]. Bu 6zellik ile yara i¢in uygun stinger
yapt oldugu goziiksede elde edilen siinger ylizeyin piiriiz i¢eriyor olmasi yara i¢in

uygun olmayan ortam olusturmaktadir.

4.1.2.Kolajen Nanofiberlerin Morfolojik Ozellikleri

Nanoliflerin mevcut yiiksek yiizey alan1 kimyasal reaksiyonlar meydana
getirebildigi i¢in ¢ok ¢ok kiigiik ortamlar gerektiren yeni teknolojiler i¢in oldukca
uygundur. Esneklik, yiiksek porozite, kii¢iik gozenek boyutu, eksenel mukavemet gibi
ozellikleri cok farkli ve genis uygulama alanlar1 bulmasina neden olur.

Kolajen nanofiber iiretiminde belirlenen optimum sartlar altinda ti¢ farkli
¢ozilict kullanilmistir (%6-12 TFE / %6-12 HFIP / %40 -40%HACc). Kolajenin kendine
has yapisinin (triple helix) korunmasi amaglanarak ¢esitli ¢ozeltiler denenmistir. Genel
olarak diislik ¢ozelti derisimlerinde kolajeninin nanofiber iiretimi hedef alinmistir.
Sekil 4.4 (1) TFE’ den elde edilen kolajen nanofiberlerin SEM goriintiilerini ifade
etmektedir. a) %6 b) %8 c) %10 d) %12; oranlarinda hazirlanarak elektrospin
makinasinda belirlenen optimizasyonlarda nanofiber olusumlari incelenmistir. a)
%6°lik kolajen ¢ozeltisinde diizgiin olmayan nanofiber dagilimi mevcuttur. Kolajen
orani artik¢a diizgiin nanofiber dagilimi elde edilmistir. Diisiik ¢ozelti derisimleri
hedef alinarak degerledirilmis ve ¢) %10 kolajen orani secilmistir.

Sekil 4.4 (2)’ de HFIP den elde edilen kolajen nanofiberlerin SEM goriintiileri
a) %6 b) %8 c) %10 d) %12; goziikmektedir. Kolajen oran1 %6 oldugunda boncuk
olusumu gozlenmis ve diizglin nanofiber olusumu olmamistir. Diizgiin nanofiber
dagilimi %10 kolajen oraninda elde edilmistir.

Sekil 4.4 (3)” de %40 Asetik Asit ¢ozeltisinden elde edilen nanofiberlerin SEM
goriintiilerini ifade etmektedir. %40 lik ¢ozelti igerisinde hazirlanan a) %20 kolajen
oraninda nanofiber olusumu gergeklesmemistir. Kolajen oran1 b) %30 oldugunda
taylor konisi kismen olusmus fakat nanofiber olusumu saglanamamustir. Kolajen orani
c) %40 oldugunda diizgiin nanofiber yapilar olusmustur. %40 kolajen orani

artirlldiginda ise ¢oziinme gerceklesmemistir.
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TFE Cozeltisinden elde edilen Kolajen nanofiberlerin SEM goriintiileri a) %6 b)%8 c) 10

d)%12

HFIP Cozeltisinden elde edilen nanofiberlerin sem goriintiileri a) %6 b) %8 ¢)%
10 d) %12

Nanofiber Nanofiber

olusumu olusumu yok

3o g b e

%40 Asetik Asit ¢ozeltisinden elde edilen nanofiberlerin SEM goriintiisii a) %20 b)
%30 c) %40

Sekil 4.4: (1) TFE’den elde edilen kolajen nanofiberlerin SEM goriintiileri
a)%6 b)%8 ¢)%10 d)%12; 2) HFIP’den elde edilen kolajen nanofiberlerin SEM
goriintiileri a)%6 b)%8 ¢)%10 d)%12 ; 3) %40 Asetik Asit ¢ozeltisinden elde edilen
nanofiberlerin SEM goriintiisii a) %20 b) %30 ¢) %40.
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4.1.2.1. Nanofiber Yapilarin SEM (Taramah Elektron Mikroskobu)
Goriintiileri

Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.°de, HAc ve TFE'den elde edilen elektrospun
nanofiberlerin SEM goriintiilerini gostermektedir. Elektrospin nanometre araliginda
fiber capr ile rastgele yonlendirilmis ve birbirine bagl lifli kafesler vermistir.
Elektrospun nanofiber ¢aplar1 esas olarak kolajen konsantrasyonlar1 ve elektrospin
¢oziiciileri tarafindan belirlendi. Ornegin, TFE icinde %10 kolajen ¢ozeltisi ile 150 nm
ila 200 nm arasinda degisen lif ¢apiyla elekrospun nanofiber iiretildi.

Sekil 4.5. 'de gosterilen HAc'den elde edilen nanofiberlerin SEM goriintiisii, lif
eksenine dik ve dogal kolajenin D-periyodik modeline benzer bir motif (beyaz okla
gosterildigi gibi) gostermistir. Bunun aksine, Sekil 4.6.'da sunulan TFE'den
elektrospun nanofiberlerin SEM goriintiisii herhangi bir motif gostermemistir. Bunun
yerine, kismen erimis ve bagli gdzenekli yapt gdzlenmistir.

SEM goriintiileri, bu motifin HAc'den elde edilen elektrospun nanofiberler i¢in
kismen muhafaza edildigini gostermistir. D-periyodisitesinin mevcut olmasi, bu
nanofiberlerde muhtemelen ii¢lii sarmalin belli bir dereceye kadar korundugu
sonucuna varilabilir. TFE'den elde edilen elektrospun nanofiberler i¢in ise erime ve

baglama etkileri daha belirgindir [98].

Sekil 4.5: Asetik Asit ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen nanofiberlerin SEM
goruntisil.
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Sekil 4.6: TFE ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen nanofiberlerin SEM goriintiisii.

4.1.2.2 Nanofiber Yapilarin TEM (Gecirimli Elektron Mikroskobu)
Goriuntiileri

Elektrospun kolajen HAc ve TFE'den elde edilen nanofiber 6rnekler i¢in TEM
goriintiileri sirasiyla Sekil 4.7. ve Sekil 4.8. 'de verilmistir. Dogal kolajenin
karakteristik D-periyodisite kismen gozlenmistir. Sekil 4.7.'de gosterildigi gibi
HAc'dan elde edilen ve ok ile gosterilen nanofiberler icin TEM sonuglart SEM
sonuglarini dogruladi. Nanofiberlerde motif kisimlar1 gozlendi. Sekil 4.8 'de TFE'den
elde edilen nanofiberlerde SEM goriintiilerinde oldugu gibi, TEM goriintiileri {izerinde
de herhangi bir katlama etkisi gozlemlenmedi. Boylelikle kolajen konsantrasyonu ve

¢oziicli tipi elektrospun kolajen nanofiberlerin olusumda énemi ortaya konmus oldu.
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Sekil 4.7: Asetik Asit ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen nanofiberlerin TEM
goruntisi.

Sekil 4.8: TFE ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen Nanofiberlerin TEM
goruntisu.
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Sekil 4.9: Katmanl yara ortiisii (Ipek siinger iizerine kolajen nanofiber
kaplama).

Elde edilen siinger yapilar (PVA/Ipek: 7/3) optimizasyon sartlarinda belirlenmis
Asetik asitten elde edilen kolajen nanofiberlerle kaplanarak SEM resimleri elde
edilmistir. SEM resimlerinde ylizeydeki nanofiber dagilimin diizgiin bir ylizey
olusturdugu goziikmektedir.

4.2. Yara Ortii Katmanlarmmn Yapisal Ozelliklerinin
Incelenmesi

4.2.1. Kompozit Siingerin Yapisal Ozelligi

Farkli derisimlerde hazirlanan PVA-ipek siinger kompozitlerin yapisal
degisiklikleri FTIR aracilifiyla agiklanmustir. ipek FTIR spektrumlarinda 1700 cm™
1500cm™ infrared absorbsiyon bandi amid | ve amid II peptit iskeletlerini i¢ine alan
banttir. Fibroin bazli malzemelerin ikincil yapist silk II yapisinin analizi bu aralikta
incelenir. Amid 11700 cm™ -1500 cm™, Amid 11 1600 cm™ -1500 cm™ araligini kapsar.
Bu bolgedeki absorbans spektrumlari, ipek fibroin dahil olmak iizere cesitli

proteinlerin ikincil yapt kompozisyonunu belirlemek i¢in siklikla kullanilir [99], [101].
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A.1-A2. (Ipek -PVA sirasiyla 10/0, 7/3, 6/4, 5/5,4/6 , 3/7, 0/10), FTIR

spektrumlarinin karsilagtirilmasi.

AN
\ ™\
7N

Bl

B.1-B.2.(Ipek -PVA Sirastyla 10/0, 7/3, , 3/7, 0/10) FTIR spektrumlarmin

karsilastirilmasi.

Sekil 4.10: CaCl;, kullanilarak hazirlanan Ipek/PVA kompozit FT-IR
egrilerinin karsilagtirilmasi.

Ipek/PVA kompozit siingerlerin FTIR spektrumlari,pikleri ve kimyasal
etkilesimleri incelenmistir. (Sekil 4.10.A.1) Ipek/PVA kompozitlerin FTIR
spektrumlari, karisim icerisinde hem Ipek hem de PVA absorbsiyon bantlari
sergilemistir.(Sekil 4.10.A.1) de goriildiigii gibi Ipek/ PVA kompozit siingerler benzer
piklere sahip oldugu goziikkmektedir.

Yaklasik 3280 cm™'deki gruplar Ipek ve PVA 'da hidroksil gruplarmi , 2944 cm
"1 pik doymus C-H gruplarmni (-CHs) ifade etmektedir. 2939cm  ve ~ 2915¢m “Y'deki
bantlar ise C-H germe ile iliskilendirildi. 1644 cm ** 'deki pik (-CH2) gruplarmi, 1168

cm 1 ve ~ 1173 cm " 'deki bantlar ise C,,O gruplar ifade etmektedir. PVA'ya atanan
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bu bantlar PVA igerigi arttikca giiglendi. Ayrica 796 cm * pik C-H egilme pikine
atfedildi. Kiiciik 596 cm "1 —605 cm " de bantlarin NH; temsil ettigi éne goriilmektedir.

Ipek FTIR spektrumlarinda, Amid | (1622 cm *—1650 cm 1) ve amid II'nin
bantlar1 (1515 cm "1-1526 cm 1) ve amid 111 (1236 cm 11240 cm ) ipek fibroine ait
pikleri ifade etmektedir.Siinger yapidaki ipek fibroin, I, II ve III amidlerine karsilik
gelen 1622 cm 2, 1515 cm * ve 1235 cm™? pik degerlerinde B sheet yap1 gostermistir.
Bu ikincil yapiya sahip oldugunu gostermektedir.Spektrumlara bakildiginda amid 1,
II'nin pozisyonu ve Il bantlar PVA ile harmanlandiktan sonra degisim gostermistir.Bu
ise Ipek molekiillerinin PVA ile etkilesimleri oldugunu gdstermektedir.Sekil 4.10.
(A.2-B.2)’de Ipek /PVA; 7:3 icin 1646 cm * ve ipek /PVA,; 6:4 igin 1644 cm  deki
pik random coil ve o chain yapida oldugunu gdstermektedir. Derisim oran1 Ipek/PVA,;
3:7 olup PVA orani artiginda 1644 cm ** deki pik 1622 cm ! e kaymustir.Pikteki bu
degisim ise B sheet yapiya doniisii gostermektedir.

Bir bagka ifadeyle, liyofilizasyon yoluyla suyun ¢ikarilmasi, amid I absorbans
spektrumunun goriiniimii iizerinde goz ardi edilebilir bir etkiye sahiptir. Kompozit
olusumu iizerine IR absorbansinda daha diisiik dalga sayisina gecis
gdzlemlenmistir.Amid I'de 1622 cm™'de giiclii bir absorbans sinyali, amid II'nin diisiik
dalga sayisina gecis ile birlikte, B sheet (ipek II) yapisinda zengin bir 6rnek oldugunu
gosterir.

Sekil.4.10.B.2 de absorbans pikleri verilmis karisim oranlari ile beraber ikincil
yapidaki degisiklikler gosterilmistir. Degisen piklerde 1645 cm %, 1526 cm , 1236
cm 2, 1233 cm !t amid PVA su molekiillerini absorbe ederek kompozit olusumunda
katlanmak i¢in hidrofobik bdlgeleri indiikledigin gostergesidir.Ayrilmis bu fazlarda
artan PVA oraniyla beraber  Sheet orani artarak daha saglam yapiya doniigmistiir .
Ipek ¢ozeltisine PVA eklenmesi, Random Coilden B-tabakalara uzanan ipek yapisal
gecisleri desteklemistir.Bu calismada PVA ipek ile karistirildiginda PVA molekiilleri
¢ozelti i¢inde hizla dagilarak, ipek molekiillerini farkli fazlara ayirmistir.

Elde edilen Ipek/PVA; 3:7 oranindaki kompozitlerin liyofilizasyon islemi
ardindan FTIR analizleri yapilmis olup, Ipek Fibroin icin 1644 cm™ de goriilen
karakteristik pikin, 1622 cm™ ‘e kaydig1 gozlemlenmistir. 1644 cm™ dalga sayisindaki
pik random coili, 1622 cm™ de bulunan pik ise B-tabakay:r ifade etmektedir.
Karakteristik pikin dalga sayisinin degisimi donmus fibroin ¢ozeltisi igerisinde

meydana gelen konformasyonel degisimlerin varligini agiklamaktadir.
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Hidrofilik bloklar suda ¢oziiniirliigli saglarken, hidrofobik bloklar arasi
asosiyasyonlar, fibroinin rastgele yumak yapisindan [-tabaka yapisina bir
konformasyon gegisine neden olur. Ipek fibroinin yapisindaki B-tabakalar1 malzemeye
dayaniklilik ve sertlik kazandirirken, daha diizensiz olan hidrofilik bloklar toklugu ve
elastisiteyi arttirir. Fibroin ¢ozeltilerinde olusan molekiiller aras1 B-tabakalari, fiziksel

capraz bag etkisi yaparak kararli siingerlerin olusmasini saglamaktadirlar [102]-[104].
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Sekil 4.11: LiBr kullanilarak hazirlanan Ipek/PVA kompozit FT-IR egrilerinin
karsilastirilmasi.
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Sekonder yap1 degisikliklerinin daha iyi anlasilmasi i¢in, rasgele bobinlerin, a-
helislerin, p-tabakalarin ve doniislerin icerikleri, Ipek/PVA iskelelerinin harmaninin
her iki tarafi i¢in amid I bolgesindeki (1600 cm " -1700 cm 1) bantlar ve amid 11 (1500
cm - 1600 cm 1) tarafindan absorbans pikleri belirlenmistir. Amid | (1641 cm™-1648
cm™) -ve amid 11 (1515 cm™2-1535 cm™) ve amid 111 (1233 cm™-1236 cm™) bantlar
ipek fibroine aittir.

Sekil 4.11.(A.2 ve B.2) ,1641 cm™ ve 1515 cm? pikleri ikincil yap1 olan ipek 11
(B sheet) konformasyonu i¢in karakteristik olan absorbsiyon pikleridir. Kompozit
siingerdeki ipek fibroin, sirastyla I, II ve 11l amidlerine karsilik gelen 1648 cm™, 1535
cm™? ve 1236 cm™ absorbisyon pikleri amorf yap1 olan ipek I konsantrasyonu igin
karakteristiktir.

Farkli oranlarda degisen absorbans pikleri PVA ile Ipek Fibroinin etkilesim
icinde oldugunun kamitidir . Sekil 4.11.(A.2 ve B.2)’ deki absorbans piklerine
bakildiginda Ipek/PVA 5: 5 ve 4: 6, 3: 7 random coil yapmin daha yogun oldugu
goziikmektedir ipek/PVA 6: 4, Ipek/Pva 10: 0 ile benzer yapilar gdstermistir.Fakat
artan PVA orani ile birlikte [ sheet oraninin azaldig1 goziikmektedir.Kompozit orani
Ipek/PVA 3: 7 ‘ye geldiginde ise numune absorbans pikleri yayvan bir dagilim
gostererek hem random coil yapi hemde kismen [ sheet yap1 olusumunu

desteklemektedir [100], [105]-[107].

4.2.2. Kolajen Nanofiberlerin Yapisal Ozelligi

Dogal kolajen, TFE ve HAc'nin elektrospun kolajen nanofiberlerinin yapisini
analiz etmek i¢cin Raman spektroskopisi kullanildi. Bu optik teknik, kat1 kolajen
materyallerde ikincil yapidaki degisikliklerin karakterize edilmesi ve kismen agilmis
olan proteinlerin konformasyonel bilesenlerinin tanimlanmasi1 amaciyla kullanilmistir.
Sekil 4.12. a) TFE ve HAc'den elde edilen dogal ticari kolajen tozunun ve kolajen
nanofiberlerinin spektrumlarim1  gostermektedir. Kolajen tozu i¢in, Raman
sinyallerinin ¢ok daha yiiksek bir yogunlugu goézlenmistir. Kolajen nanofiber
malzemelerindeki ayn1 6rnekleme hacmi ile karsilastirildiginda, toz yogunlugu ¢ok
yiiksektir. Yiiksek frekans bolgesinde gozlemlenen Raman bantlari, kolajen tozu igin
amid 111 (1249 cm-1), CH biikme modu (1450 cm-1) ve amid | (1675 cm-1) ‘dir [108],
[109].
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Sekil 4.12. b)TFE ve HAc'den elde edilen elektrospun kolajen nanofiberlerinin
Raman bantlar1 {izerinde yakinlastirilmis bir goriinlimii gostermektedir.Yiiksek
frekans bolgesinde gozlemlenen genis bantlar, amid 11 (1270 cm™), C-H egilme modu
(1480 cm™) ve amid I'dir (1700 cm™).Genelde tiim Raman bant pozisyonlar1 kolajen
nanofiber yapilart igin daha yiiksek dalgaciklara gegmektedir.Yiiksek frekans
bolgesinde gdzlemlenen Raman bantlari, kolajen tozu igin amid III ( 1249 cm 1), CH
biikme modu (1450 cm™) ve amid | (1675 cm™) 'dir. Sekil 4.12.a, TFE ve HAc'den
elde edilen elektrospun kolajen nanofiberlerinin Raman bantlar1 {izerinde
yakinlagtirtlmis  bir goriintimii  gostermektedir. Yiiksek frekans bolgesinde
gdzlemlenen genis bantlar, amit 111 (1270 cm™), C-H egilme modu (1480 cm™) ve
amid I'dir (1700 cm™®). Genel olarak, tiim Raman bant pozisyonlar1 kolajen nanofiber
yapilari i¢in daha yiiksek dalga boylarina geger. Protein ikincil yapisi ile ilgili bilgiler
Raman amide I bandinda (1640 cm™- 1740 cm™) ve amid III bandinda (1230 cm-
1300 cm™) spektral aralig1 yansitmaktadir. Amid I bandmin, C=0O gerilmesinden
onemli bir katkist bulunurken, amid III bandi, diizlem deformasyonunda N-H'den bir
katk1 icerir. Sarmal proteinlerde ve peptitlerde, amid 1 bandi, 1655 cm™ 'de
merkezlenir. Raman spektroskopisinde bu, diizenli bir sarmalin katkist i¢in bir
isaretleyici bant islevi gormiistiir. Bu bant sirali yapilar i¢in sikidir ve heliks ortaya
ciktiginda ve sirasiz hale geldiginde daha genis ve 6zelliksiz hale gelir.

Kolajenin termal denatiirasyonu iizerindeki en ¢arpici fark, Polipeptidlerin ve
proteinlerin Raman spektrumlarinin uyumlu olarak hassas bolgesi olan amid Il
bolgesinde goriilebilir. Sekil 4.12.b de 1270 cm™de TFE solventinden iiretilen
nanofiberler ¢cok zayif bir Raman sinyaline sahiptir. Bu ise amid III bandinin kolajen

i¢in neredeyse tamamen ¢oktiigiinii gostermektedir [98].

61



315 a

205 7 » P b
o it -
i : ik
290 o P L R
195 Pl ¥ Meenen - ot Y
265 i et
Z 240 > 1851
2 2
2 2
€ 215 £ A\
= ] / 1
175 ~n
AW ~ \ 0y
190 TN~ 20 0
o~ - ~
165 165 =
1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Wavenumber (cm-1)
s |ntensity (Native) == == Intensity (TFE nanofiber)  ======Intensity (HAc nanofiber) = = Intensity (TFE nanofiber) =xx=sx Intensity (HAc nanofiber)
N . - . . N
Amit I-Amitlll araliginda native kolajen, | TFE  ve HAC den elde edilen

TFE ve HAC elde edilen nanofiberlerin

raman spektrumlari.

nanofiberlerin Raman spektrumlarmin
yakinlagtiritlmis  goriinimii (amid I-111

spektral araliginda).

Sekil 4.12: a) AMID I-AMID 111 araliginda native kolajen, TFE ve HAc elde
edilen nanofiberlerin raman spektrumlar1 b) TFE ve HAc’den elde edilen
nanofiberlerin Raman spektrumlarinin yakinlagtirtlmig goriintima (Amid I-Amid 111
Raman spektrumlarinin karsilastiriimast).
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4.3. Yara Ortii Katmanlarimn Termal Davramslariin

Incelenmesi

4.3.1. Kompozit Siinger Yapimin Termal Ozellikleri
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Sekil 4.13: CaCl; kullanilarak hazirlanan Ipek/PVA kompozit DSC egrilerinin
karsilastirilmasi A.1-A.2 (ipek -PVA sirastyla 10/0, 7/3, 6/4, 5/5, 416, 3/7, 0/10)
B.1-B.2 (Ipek -PVA Sirastyla 10/0, 7/3, 3/7, 0/10).

[k olarak suyun uzaklasmasi kaynakli endotermik bir pik gdstermistir. Diger

endotermik pik yaklasik 98 °C civarinda goziikkmiistiir. Bu sicaklik amorf yapidaki

fiberlerin termal bozunma sicakligidir.
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Amorf yapidaki fiberlerin cams1 gegissicakligr (tg) 55°Cdeki zayif endotermik
pik ile gozlemlenmistir.225°C’deki kuvvetli endotermik pik ipek Il (B kristalin)
yapidaki siinger i¢in termal bozunma sicakligidir. Diger endotermik pik yaklasik 83°C
civarinda gozikmiistiir. Bu sicaklik amorf yapidaki fiberlerin termal bozunma
sicakligidir.

PVA eklenmesiyle, lifli iskelelerin cam gegis sicakligr (Ipek: PVA 7/3 (101 °C),
3/ 7 (112 °C)) artan bir egilime sahip olmaktadir. Bu ise yapinin(p sheet) kararli hale
gelmesinden kaynaklanmaktadir. 225°C deki kuvvetli endotermik pik ipek Il (B
kristalin) yapidaki ipek fibroin igin termal bozunma sicakligidir. CaCl den elde edilen
Ipek/Pva 3:7, 225 °C de termal bozunma sicakliginda benzer pik gdstermistir. Bu ise
ipek II yapisindan olustugunu gostergesidir.

Ipek/PVA,; 7:3 ve Ipek/PVA, 3:7 karisimlarindaki Pva bileseninin cams1 gegis
sicakligl, sirasiyla bilesenler arasinda karistirma oldugunu gosteren 101°C ve 112
°C'ye kaymustir (Sekil 4.13.(B.2)). Ayrica karisimlardaki fibroin oraninin artmasiyla
camsi ge¢is noktasinda bir diisiise neden olmaktadir [100], [101], [104], [110].
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Sekil 4.14: LiBr kullanilarak hazirlanan Ipek/PVA kompozit DSC egrilerinin
karsilastiriimast A.1-A.2. (Ipek -PVA sirastyla 10/0 , 7/3, 6/4, 5/5, 4/6 , 3/7, 0/10)
B.1-B.2.(Ipek -PVA Sirastyla 10/0, 7/3, 3/7, 0/10).

Ipek liflerin LiBr’de ¢dziinmesinden elde edilen ipek fibroinlerin cam gegis
sicakligi 83 °C’ye kaymustir. Amorf yapidaki fiberlerin camsi gegissicakligr (Tg) 58
°C deki zayif endotermik pik gosterir. PVA eklenmesiyle, lifli iskelelerin cam gegis
sicakligr (Ipek: PVA 7/3 (87,7 °C), 3/ 7 (92 °C) 0/ 10 (98°C)) artan bir egilime sahip
olmaktadir. PVA ve ipek arasindaki hidrojen bagi ile sabitlenmis, bu da ipek
molekiillerinin  kristallestirilmesinde ve sicakliklarinin arttirilmasinda yardimei
olmustur.

225 °C deki kuvvetli endotermik pik silk Il (B kristalin) yapidaki ipek fibroin
i¢in termal bozunma sicakligidir. Fakat LiBr den elde edilen ipek-PVA 3:7, 225 °C de
termal bozunma sicakliginda zayif pik gostermistir. Karigimin termal davranigindaki
degisiklik, muhtemelen fibroinin amorf dogasinin karigimlardaki kristallerin uygun

gelisimini bozmasindan kaynaklanmaktadir [100], [101], [104], [110].
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Sekil 4.15: Farkli ¢oziiciilerden elde edilen Ipek-PVA siinger kompozitlerin
DSC egrilerinin karsilagtirilmasi (A.1-A.2).

Sekil A.1-B.1 ipek LiBr Ormekler en diisiik ipek I (random coil) yapisina

sahipken, CaCl, numuneler en yiiksek ipek II (B sheet) yapisina ve termal stabiliteye
sahiptir. (ipek/PVA :7/3 (112 °C, CaCly), 7/3 (92 °C (LiBr),). CaCl.’den elde edilen

stinger yapinin termal olarak kararli oldugu goziikmektedir, bu ipek II yapisinin

yiiksek yogunlugundan kaynaklandigi ongoriilmektedir.

4.3.2. Kolajen Nanofiber Yapimin Termal Ozellikleri

Heat Flow

%10 TFE Nanofiber
%40 HAC %40 Collagen Nanofiber

—— Native Collagen

T
50 100

Temp

Sekil 4.16: Dogal kolajen, TFE ve HAc’den elde edilen DSC egrilerinin

karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.16, TFE ve HAc'den hazirlanan dogal kolajen ve iki farkli elektrospun
kolajen nanofiberlerinin DSC sonuglarin1 gostermektedir. Karakteristik endotermik
pik, her iki elektrospun lifleri i¢in daha diisiik sicakliklara kaymustir. Bu bant
pozisyonu, esas olarak, kolajenin tiglii yapisinin agilmasi ve kolajen yapilarindan gelen
bagl suyun uzaklagmasi ile ilgilidir. Pik kayma, florlanmis ¢oziiciiden elde edilen
kolajen nanofiberler i¢in daha belirgindir. Native kolajen i¢in en yiiksek pik 95 °C
civarinda iken, HAc ve TFE'den elde edilen nanofiberler igin sirasiyla 75 °Cve 70 °C
civarindadir. Kolajen-kolajen ve kolajen-su etkilesimleri entalpi etkilerine neden olur.
Elektrospun kolajen nanofiberlerde daha az hidrojen baginin, kolajenin sag elli iicli
sarmal yapisinin zincirler arasi hidrojen baglari ile dengelendigi native yapiya gore var
oldugu sonucuna varilabilir. Isitmaya tabi tutuldugunda, florlanmis ¢oziicii
sisteminden elde edilen nanofiberlerin ¢ogunda kolajen molekiillerinin orijinal ti¢lii
sarmal yapist bozulur. Ayrica bu yapiyr parcalamak i¢in ¢ok az enerji gerektigi
sOylenebilir [98].
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5.SONUC ve ONERILER

Diyabet hastalig1 tiim diinyada 250 milyon kiside, iilkemizde ise {ilke niifusunun
%7,2 ‘sinde gorilmektedir. Bu hastalarin  %25’inde diyabetik ayak iilseri
gorilmektedir. AB’de her yil 2.400.000 kisi yanmik nedeniyle hastanelere
basvurmaktadir. Bunlarin 130.000%i hospitalize edilmekte, 10.000 — 12.000 Kisi yanik
nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Ulkemizde saglikl1 istatiksel veriler olmasa da
yaklasik 1.000.000 Kisi yanik nedeniyle hastanelere bagvururken, bunlarin 12.000 —
13.000"i tedavi edilmekte ve yaklastk 2000 kisi yanik nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Bu rakamlara bakildiginda diyabetik ayak iilserlerinin ve yaniklarin
diinyada ve llkemizde Onemli vakalar oldugu goriilmektedir. Bu tez caligmasi
kapsaminda, diyabetik ayak {ilserleri gibi kapanmayan yaralarin ve derin yanik
yaralarmin tedavisinde kullanilabilecek katmanli kolajen yara ortiisii iiretilmistir. ilk
katmanda ipek kozasindan, derinin epidermis tabakasinin taklit edilmesi amaciyla
gozenekli ipek fibroin siinger elde edilmistir. Elde edilen ipek fibroinin/PVA
cozeltilerinin dondurarak kurutma isleminde yapisal gegislerin olmasi, yapida
homojenligin saglanabilmesi 6nem arz etmektedir. Bu sebeple tez ¢alismasinda ipek
pamuklar1 soliisyon haline getirmede ¢dzelti se¢iminin onemini ortaya ¢ikarmistir.
Burada kozadan sericinin uzaklastirlmas1 ile elde edilen pamuk ipeklerin
¢Oziinmesinde ipegin ikincil yapisin1 korumak adma 2 farkli ¢ézelti denenmistir
(CaClz-Etanol-dH20 ve LiBr). Daha sonra siingerde yapisal kararlilik, saglamlik,
elastisite saglamak amaciyla belli oranlarda PVA eklenmistir. ipek-PVA kompozit
yapilar elde edilerek, yapisal olarak homejen gozenek dagiliminin saglanmasi
amaglanmistir. Yapisal kararliliktaki degisim, ipegin ikinci yapisimin karakterize
edilmesiyle ortaya konmustur. Artan pva hidrofilik etkilesime bu ise termal kararliliga
sebep olmustur.Ilk olarak siinger kompozitlerin SEM resimleri incelenerek gozenek
dagilmlar1 gozlenmistir. PVA/Ipek orani 7:3 olan gdzenek boyut dagilimi
digerlerinden daha homojen goziikmektedir. PVA/Ipek oran1 7:3 kompozit oraninda
ise yiizeyde ki gdzenek biiyiikligii, i¢ boliimden daha kiigiik gozenege sahip oldugu
gorilmistiir. (Sekil 4.2. f.). Bu ozellik iskeleleri yara iyilesmesi i¢in daha uygun hale
getirecektir.

CaCl; den elde edilen ipek fibroinle iiretilmis Ipek/PVA; 3/7 kompozit siingerin

alt ve Uist ylizeyden alinan 6rneklerde benzer B-sheet yapilarin olmasi ,artan PVA ile
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konformasyonel degisime sebep oldugu fakat ¢ozelti olarak LiBr kullanildiginda
konformasyonal degisimin random coil oldugu goziikkmektedir. Guotao Cheng ve
arkadaglar1 yapmis oldugu c¢alismada LiBr-H;O ile ¢6ziinen ipek pamuklarin
konformasyonel degisimi desteklemedigini kanitlamislardir [111]. SEM analizleriyle
slingerin, epidermis tabakasindaki fibroblast hiicre biiylimesi ve yayilmasini
saglayabilecek gozenekli yapiya sahip oldugu gosterilmistir.

Dermisin yapisinin taklit edilebilmesi igin ipek siingerlerin tizeri elektrospin
yontemiyle nano boyuttaki kolajen fiberler ile kaplanmistir. Bu fiber tabakayla
dermisin bariyer ve oksijen/nem dengesini saglama gorevini gerceklestirebilecek
gozenekli yapr elde edilmistir. Bu gozenekli yapi fibroblastlarin biiylimesi igin
yeterlidir. Kolajenden nanofiber tiretimi gerceklestirilirken kolajenin 6z yapisi olan
triple helix yapisinin korunmasi amacglanmistir. Kolajen nanofiber yapilarin yeni cilt
hiicrelerini yara bolgesine ¢ekerek, iyilesmeyi hizlandiracagi dngoriilmektedir. Ayni
zamanda epitel hiicrelerin bagimsiz hareket etmesine izin veren optimum kosullar
saglayacak ve hiicrelerin yenilenmesine olanak saglayacak etkin oksijen
sirkiilasyonunu da saglayacaktir.

Katmanli kolajen bazli yara ortiistiniin derinin yapisi ve islevini taklit etmesinden
dolay1, piyasadaki mevcut yara Ortii malzemelerine gore tistiinliilk gdsterecegi buna
bagli olarakda, iiretilen bu katmanli doku iskelesinin hem bilime hem de ticarilesme

potansiyeliyle ekonomiye katkisinin biiyiik olacagi diistiniilmektedir.
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OZGECMIS

Onur ARAS 1990 yilinda Igdir *da dogdu. Universite egitimine Cumhuriyet
Universitesi Metalurji ve Malzeme Miihendisliginde basladi. 2013 yilinda mezun oldu.
Ayni yil igerisinde BAU TIP fakiiltesinde Dog¢.Dr. Murat Kazanci ile ¢alismaya
basladi. BAU TIP Fakiiltesi Biyofizik laboratuvarinda proje kapsaminda kolajen
yapidan nanofiber elde etti. Projedeki amaci Tiirkiye’de kisith liretimi olan gelatinin
yerli {iretimini gergeklestirmekti. Bu deneysel calismalar sonucunda hakemli
dergilerde 2 adet makale yayimnlandi.2015 yilinin ara doneminde Gebze Teknik
Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dalinda yiiksek lisans egitimine
basladi. Calisma alan1 olarak nanofiber iiretimi, slinger-kompozit yapilar eldesi,
kolajen-ipek nanofiber gibi dogal kaynaklardan elde edilen iiriinleri kullandi. Elde
edilen tecriibeler 1s181nda ipek kozasindan fikri kendisine ait olan “biyoteknolojik koza
yara Ortlisii’ isimli proje Tiibitak (2170646) tarafindan 150.000 TL destek almaya hak
kazandi. Onur ARAS 2018 yilinda Biogotech Saglik Teknolojileri ismiyle sirket
kurarak yara ortiisiiniin ticarilesmesi yoniinde 6nemli adim atti. Biogotech, 28 Mayis
2018 tarihinde Girisimci Is Adamlar1 Vakfi tarafindan Tiirkiye’nin Yeni Girisimci
sirketi secilmistir. 2018 subat ay1 itibariyle 2170646 nolu Tiibitak projesinde

yiiriitiiciisii olarak ¢alismaktadir.
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