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Biyomalzemelerin biyomedikal uygulamalarda kullanimi, malzeme-kaynakl: enfeksiyon problemini de
beraberinde getirmektedir. Biyofilm olusumu sonucu 6nlenemeyen enfeksiyon, implantin viicuttan
uzaklastinlmasim zorunlu hale getirmektedir. Bununla birlikte, biiyiime faktorlerinin biyomalzeme
yapisinda yer almasi, biyomalzemelerin hiicreler ile olan etkilesimini arttirmakta ve iyilesme
stirecinde saglikli doku olusumunu desteklemektedir. Gergeklestirilen tezde amag, yara tedavisinde
ve implant kaplamalarda kullanilmak {izere, antimikrobiyal 6zellikteki Magainin Il (Mag Il) peptidinin
kovalent immobilizasyonu ve Epidermal bilyiime faktorii (EGF) kullanim: ile antimikrobiyal 6zellige
sahip biyoaktif polimerik malzemelerin hazirlanmasidir. Poliester yapidaki poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) veya PLGA-jelatin (PLGA/J) kompozitleri elektroegirme teknigi kullamlarak nanofibroz
yapida archsik iki tabakali membranlar elde edilmistir. lk tabakada Mag 1l kovalent
immobilizasyonu kimyasal yontemler kullanilarak gergeklestirilmistir. Ardindan, biyime faktorii
iceren ikinci tabakanin elde edilebilmesi icin EGF igeren polimer gozeltileri (PLGA ve PLGA/N),
elektroegirme teknigi ile antimikrobiyal nanofibroz membramn Mag Il immobilize edilmemis yiizeyi
iizerinde toplanmistir. Mag Il immobilizasyonu X-isinlar1 fotoelektron spektroskopisi, Taramal
Elektron Mikroskobu (SEM), Atomik Kuvvet Mikroskobu ve sutemas agisi 6l¢timleri analizleri ile
karakterize edilmistir. Yuzeylere immobilize olan Mag Il miktar1 Floresan Spektrofotometresi
kullanilarak tayin edilmistir. Cift tabakali membranlardan EGF saliminin izlenmesinde ELIZA analizi
kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi Gram-pozitif (Staphylococcus aureus) ve Gram-
negatif (Escherichia coli) bakteri suslar1 kullamlarak gergeklestirilmistir. Bakteri yapismasi, SEM ve
konfokal mikroskobu ile gorintiilenmistir. Nanofibroz membranlarin sitotoksisite ¢alismalar1 ve
membranlar tizerinde hiicresel aktivitenin incelenmesi igin L929 fare fibroblast hiicreleri kullaniimustir.
Calhigmalardan elde edilen sonuglar, Mag Il immobilizasyonunun basariyla gerceklestirildigini ve
bakteri yapismasmi %350 iizerinde inhibe ettigini gostermistir. Bununla birlikte Mag 11, L929 fare
fibroblastlar1 tizerinde toksik etkiye neden olmamistir. Yapida bulunan EGF, L929 yapismasim ve

iremesini arttirirken, Mag |1 varhginda bakteri yapismasi engellenmistir.
Temmuz 2014, 95 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal peptid, Magainin Il, Epidermal biiyiime faktorii, PLGA, jelatin,
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Biofilm formation remains a major problem for long-term use of biomaterials in the medical devices
field. Implant-associated infections which are resistant to antibiotics may cause implant failure and
implant removal, all leading to patient suffering. Meanwhile, biomaterials should be biocompatible to
enhance cell interactions for tissue regeneration. In the presented study, it was aimed to develop
biocompatible and biodegradable nanofibrous polymeric membranes having antimicrobial and
bioactive properties by covalent immobilization of Magainin Il (Mag IlI) and incorporation of
Epidermal Growth Factor (EGF). For this purpose, electrospinning technique was used to prepare
nanofibrous membranes with two layers having different functionalities. A biodegradable polymer
poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) or a composite of PLGA and gelatin (J) was used to prepare
nanofibrous membranes by electrospinning. The antimicrobial peptide Magainin Il was covalently
immobilized on the nanofibrous membrane in order to produce the first layer with antimicrobial
activity. Then, EGF was added to PLGA or PLGA/J before electrospinning and the solution containing
EGF was electrospun on the reverse side of the first membrane to produce the bioactive layer. Mag Il
immobilization was characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM), Atomic Force Microscopy
and water contact angle measurements. The immobilizaed Mag Il amount was determined by
Fluorescence Spectroscopy. EGF release was examined by ELIZA. The antibacterial activity of the
membranes was investigated by using bacteria with different properties (Gram-negative Escherichia
coli and Gram-positive Staphylococcus aureus). Finally, cell culture studies was carried out with
L929 mouse fibroblasts. The results obtained from the studies showed that the successful Mag II
immobilization inhibited the bacterial adhesion up to 50%. Meanwhile, Mag Il did not have any toxic
effect on L929 mouse fibroblasts. While EGF incorporation enhanced the adhesion and
proliferation of L929 cells, bacterial adhesion was inhibited in the presence of Mag Il on double

layered membranes.
July 2014, 95 pages
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1. GIRIS

Biyomalzemelerin doku rejenerasyonu siiresince kullanimmi engelleyen nedenlerin
basinda malzemeden kaynaklanabilecek enfeksiyon gelmektedir (Costa vd. 2011).
Mikroorganizmalarin ozellikle bakterilerin biyomalzeme yiizeyine kolaylikla uyum
saglayarak tiremeleri ve kolonize olmalari, biyofilm olusumuna ve enfeksiyona sebep
olmaktadir. Biyofilm olusumu sonucu bakteriler antibiyotiklere kars1 direng
kazanmakta ve antibiyotik kullanimi ile o6nlenemeyen enfeksiyon, implantin
viicuttan uzaklastirilmasini zorunlu hale getirmektedir. Bununla birlikte, enfeksiyona
bagl olarak saghkli doku hiicrelerinin zarar goérmesi doku kayiplar1 ve o6liimle
sonuglanabilmektedir (Costa vd. 2011, Glinel vd. 2012). Biyomalzeme kaynakl
enfeksiyonlar, ortopedik ve dental implantlar, Griner ve damar ici kataterler gibi
implantlarin yan: sira, yara tedavisinde kullanilan biyomalzemeler icin de énemli bir
tehdit olusturmaktadir. Akut veya kronik vyaralarin tedavisinde kullanilan
biyomalzemelerde Kkarsilasilan enfeksiyon problemi, yara iyilesme siirecini olumsuz
yonde etkileyerek c¢oklu enfeksiyonlarin olusmasina sebep olmaktadir (Costa vd.
2011).

Biyomalzeme kaynakli enfeksiyonlarm onlenebilmesi amaciyla, malzeme yiizeyinde
bakteriyel kolonizasyonunun engellendigi ve biyofilm olusum potansiyelinin en aza
indirgendigi antimikrobiyal ozellige sahip malzemelerin iretilmesi hedeflenmistir
(Costa vd. 2011). Bu malzemelerin iretilmesi igin gelistirilen yaklasim,
biyomalzeme yiizeylerinin bakterisidal veya bakteriyostatik mekanizmalar ile bakteri
tiremesini engelleyen antimikrobiyal ajanlar ile kaplanmasidir. Bu yaklagimla
antimikrobiyal 6zellik gosteren biyomalzemelerin elde edilmesi igin gesitli yontemler
gelistirilmistir. Antibiyotiklerin yiizeye kovalent immobilizasyonu (Ruggeri vd.
2007), implant oncesi yiizeylerde patojen olmayan bakterilerin kolonizasyonu
(Carvalho vd. 2007), yiizeylerde protein yapigsmasinin engellenmesi (Harbers vd.
2007) ve biyosidal ajan olarak giimiis nanopartikiillerin kullanim: (Liu vd. 2013) gibi
yontemler  biyomalzemelere antimikrobiyal o6zellik kazandirmak amaciyla
kullanilmaktadir. Bu yontemlerde, diisiik verim, alerjik reaksiyonlarin ortaya ¢ikmast,
toksik etki, antimikrobiyal rezistans olusumu gibi ¢esitli dezavantajlar mevcuttur. S6z

konusu yontemlere alternatif olarak antimikrobiyal peptidlerin (AMP) kullanimi ile



bakteri kolonizasyonunun engellendigi biyomalzemelerin elde edilmesi miimkindir
(Costa vd. 2011).

Biyomalzeme vyiizeyinde bakteri kolonizasyonunun engellenmesinin yani sira,
kullanilan malzemelerin biiyiime faktorleri gibi ¢esitli biyosinyal molekiiller ile
biyoaktif hale getirilerek, doku hiicreleri ile etkilesiminin arttirilmasi implantin uzun
stireli kullanimin1 ve doku rejenerasyonunun hizlanmasimi saglamaktadir. Biiyiime
faktorleri  hicrelerin - hasarli  bolgeye gogii, tremesi ve farklilasmasmi
hizlandirdigindan iyilesme siirecinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Epidermal biiyiime
faktorii (EGF) ve platelet-kaynakli biiyiime faktorii (PDGF) fibroblast ve epidermal
hiicrelerin yarali bolgeye gogiinii hizlandiran ve hiicre iiremesine etki eden, 6zellikle
yumusak dokulardaki kronik yaralarin tedavisinde tercih edilen biiyiime faktorleridir.
Bunlarin yani sira, kemik iyilesmesi i¢in kemik doku olusumunu tetikleyen kemik
morfojenik proteinleri (BMPler) ve insilin-benzeri biyiime faktori (IGF-1) de
kullaniimaktadir (Karakegili 2006).

Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) biyomedikal alanda siklikla kullanilan
biyobozunur yapida alifatik bir poliesterdir. Mekanik dayaniminin ve degradasyon
hizimin  kontrol edilebilmesinin yan1 sira biyouyumlu yapisi dolayisiyla doku
mihendisliginde, yara tedavisinde ve kontrollii ilag salim sistemlerinde
kullanilmaktadir (Han vd. 2011, Makadia ve Siegel 2011, Chen vd. 2013). Bununla
birlikte, dogal bir polimer olan jelatin, biyouyumlu ve biyobozunur yapisi ile ucuz ve
tiretimi gevreye zarar vermeyen o6zellikleri nedeniyle biyomedikal alanda ve doku
mihendisligi uygulamalarinda oldukga fazla ilgi goren bir malzemedir. Elektroegirme
yontemi ile hazirlanan PLGA/jelatin (PLGA/J) kompozitleri 6zellikle damar greftleri
(Han vd. 2011), yara ortii malzemesi (Li vd. 2006) ve kemik rejenerasyonunun (Meng

vd. 2010) hedeflendigi calismalarda kullaniimaktadir.

Sunulan tez kapsamindaki ¢alismanin amaci, biyoaktif ve antimikrobiyal 6zellik
gosteren biyomalzemelerin tasarlanmasi1 ve karakterizasyonudur. Bu amagla,
biyomalzeme olarak PLGA ve PLGA/J kompozitleri kullanilarak antimikrobiyal ve
biyoaktif o6zellikler tasiyan ¢ift tabakali membranlar hazirlanmistir. Hazirlanan

membranlarin bakteri ve hiicre etkilesimlerine iliskin calismalar yiiriitilmiisttr.



Tez caligmas1 kapsaminda, biyomalzeme olarak secilen poliester yapidaki PLGA ve
bu yapiya dogal bir polimer olan jelatinin eklenmesiyle elde edilen PLGA/]
kompozitleri ile yiiritiilen ¢alismalarda, elektroegirme yontemiyle nanofibroz yapida
hazirlanan membranlar kovalent immobilizasyon yontemi kullanilarak antimikrobiyal
bir peptid olan Magainin Il ile modifiye edilmistir. Ardindan PLGA ya da PLGA/J
yapilar bir biiyiime faktorii olan EGF varliginda elektroegirme yontemi kullanilarak
Mag Il ile modifiye edilmis membranlar tizerinde toplanmstir. Boylelikle, ilk tabakasi
antimikrobiyal 6zellik tasiyan ikinci tabakasi ise biyoaktif 6zellik tasiyan c¢ift tabakali
membranlar elde edilmistir. Membranlarin antibakteriyal 6zelliklerinin arastirildig:
caligmalarda, iki farkli bakteri susu kullamilmistir. Gram-pozitif Staphylococcus
aureus (S. aureus, ATCC 6538) ve Gram-negatif Escherichia coli (E.coli, ATCC
25922) suslar ile yiiriitillen calismalarda, Mag Il modifikasyonu sonrasinda PLGA ve
PLGA/jelatin membranlara yapisan bakteri sayisinin %50 tizerinde azaldigi sonucuna
varimigtir. L929 fare fibroblast hiicrelerinin kullanildig: hiicre kiiltiir ¢alismalarinda
ise, Mag Il varliginin toksik bir etkiye sebep olmadigi bulunmustur. Bununla birlikte,
PLGA ve PLGA/J yapilarina katilan EGF, L929 hiicrelerinin yiizeye tutunmasini ve
yapismasini arttirmis, EGF igeren ¢ift tabakali membranlarda hiicre iiremesinde
onemli artis oldugu sonucuna varilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda hazirlanan PLGA
bazli membranlarin hem antibakteriyal aktiviteye sahip hem de biyoaktif ozellik

gosteren membranlar oldugu sonucuna varilmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

Bu boliimde sunulan tez calismasinin temelini olusturan konularla ilgili literatiir
bilgisi bes ana bashk altinda 6zetlenmistir. Ilk béliimde, biyomalzemeler hakkinda
genel bilgi verilmis, polimerik biyomalzemeler ve ozellikle ¢alismada kullanilan
poli(laktik-ko-glikolik asit) ile jelatinin 6zellikleri agiklanmistir. ikinci béliimde,
biyomedikal alanda biyomalzeme iiretiminde kullanilan elektroegirme teknigi
hakkinda ayrintili bilgi verilmistir. Sonraki boélimde, biyomalzeme kaynakl
enfeksiyonlara sebep olan mikroorganizmalar ag¢iklanmistir. Dordiincti boliimde,
biyomalzeme kaynakli enfeksiyonlar, bu enfeksiyonlarin onlenmesinde kullanilan
yontemler ve antimikrobiyal peptidlere deginilmistir. Son boéliimde ise, biyoaktif

malzemeler ve biiyiime faktorleri hakkinda bilgi verilmistir.
2.1 Biyomalzemeler

Biyomalzemeler, biyomedikal alanda doku miihendisligi yaklasim: ile gelistirilen
yapay doku ve organlarda, hiicrelere yapisal destek saglayan ve yapay organin ya da
dokunun iskeletini olusturan malzemelerdir. insan viicudunda kullamldiklar1 bolgeye
gore c¢ok degisik kosullara sahip olan ortamlarda kullaniimaktadirlar.
Biyomalzemeler; metaller, seramikler, polimerler ve kompozit malzemeler olarak
gruplandiriimaktadir. Aliminyum oksit, biyoaktif cam ve karbon biyouyumlu seramik
malzemelere 6rnek olarak verilebilir. Biyomalzeme olarak kullanilan metaller ve
alasimlar ise, altin, tantal, paslanmaz celik ve titanyum alasimlaridir. Polimerler ¢ok
degisik bilesimlerde ve sekillerde (lif, film, membran, jel) hazirlanabilmeleri
nedeniyle biyomalzeme olarak genis bir kullanim alamina sahiptir (Ratner vd.
2013). Sekil 2.1°de biyomalzeme olarak kullanilan yapilara 6rnekler verilmistir.

Dogal veya sentetik yapida olabilen biyomalzemelerin, dokularla uyumlu bir sekilde
kullanilabilmesi igin yiizey 6zelliklerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak dogal
dokulara uygun olmasi gerekmektedir. Biyouyumluluk olarak tanimlanan bu
ozelligin yani sira, malzemelerin in vivo kosullarda enzimatik veya enzimatik olmayan
yollarla toksik yan {iriinler olusturmayacak sekilde bozunmasi yani biyobozunur

yapida olmasi istenmektedir (Karakegili 2006, Ratner vd. 2013)
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Sekil 2.1 Biyomedikal alanda kullanilan malzemeler ve uygulama alanlari

Sunulan tez ¢alismasinda, biyomalzeme olarak poliester yapidaki poli(laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA) ve dogal bir polimer olan jelatin kullanilmigtir. Kullanilan
bu biyomalzemeler ile ilgili detayli bilgi bolim 2.1.1 ve bolim 2.1.2°de

sunulmustur.

2.1.1 Poli(laktik-ko-glikolik asit)

Poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), biyobozunur polimer ailesine giren
fiziksel olarak giclii ve yiiksek biyouyumluluga sahip ilag, protein ve cesitli
makromolekiil salim ¢alismalarinda kullanilabilen sentetik bir polimerdir. Poliester
yapida olan PLGA'nin kopolimerleri yapisinda asitmetrik a-karbonlar1 bulunan
klasik sterokimyasal olarak D ve L formlar1 bulunan PLA ve PGA polimerleridir
ve bu polimerlerin ester bagi yapmalari1 sonucunda elde edilmektedir (Makadia ve
Siegel 2013). PLGA kopolimerinin kimyasal yapisi sekil 2.2°de verilmistir.




PLGA hidrofobik ve amorf yapida olup camsi gegis sicakligi 40-60°C
arasinda degisiklik gostermektedir. Sulu ortamda PLGA hidrolize ugrayarak ester
baglarinin pargalanmasiyla bozunmaktadir. PGA, hidrofilik yapis1 nedeniyle sulu
ortamlarda ve hiicre icinde hizla ¢oziiniir ve kisa bir siirede yapisal biitiinligini
kaybeder. PLA yapisindaki metil gruplar1 yapiy1 hidrofobik hale getirmekte, PLA
orani arttikca su tutma kapasitesi azaldigindan ve hidroliz yavasladigindan
bozunma siiresi artmaktadir. PLGA (50:50) i¢in bozunma siiresi 1-2 ay araliginda

degisirken bu deger PLGA (85:15) i¢in 5-6 ay araligina kadar uzamaktadir (Domb

vd. 2011).
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Sekil 2.2 PLGA kopolimerinin kimyasal yapisi

Biyomedikal alanda kullanimi Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
onaylanmis olan PLGA, ticari olarak biyobozunur ameliyat ipliklerinin (Purasorb,
Vicryl ve Panacryl) ve deri doku esleniklerinin (Dermagraft ve Transyte)
tiretiminde kullanilmaktadir (Domb vd. 2011).

PLGA doku miihendisligi uygulamalarinda ve kontrolli ilag salim sistemlerinde
mekanik dayanim, biyobozunurluk ve toksik olmayan 6zelikleri dolayisiyla siklikla
tercih edilen bir polimerdir. Buna karsin, yiiksek hidrofobik ozeligi sebebiyle
hticrelerin tizerinde ¢ogalmasi konusunda dezavantaja sahiptir. Bu nedenle literatiirde
PLGA ile gergeklestirilen c¢alismalarda yapinin dogal polimerler ile kompozitleri
hazirlanmis ya da hiicresel aktiviteyi artiracak protein ve biiyiime faktorleri ile
desteklenmistir (Wang vd. 2003, Sahoo vd. 2010) PLGA, doku mihendisligi
uygulamalart igin elektroegirme (Sahoo vd. 2010), c¢ozici dokim-partikiil
uzaklastirma (Dorati vd. 2010) ve siiperkritik karbon dioksit ile gaz kopiiklestirme



(Mou vd. 2011) gibi yontemler kullanilarak {i¢ boyutlu gozenekli yapilarda
hazirlanabilmektedir. Bunlarin disinda, kontrolli ilag salim sistemlerinde kullaniimak

tizere mikro ya da nano partikiil formunda elde edilebilmektedir (Yallapu vd. 2010).

2.1.2 Jelatin

Dogal polimerlerden insan viicudunda en ¢ok bulunan protein olan kollajenin kontrollii
hidrolizinden elde edilen hayvansal kaynakli bir protein olan jelatin, yar1 saydam,
renksiz mekanik dayanim: zayif olan bir polimerdir. Jelatin, hidroliz islemi sirasinda
kollajenden izole edilen yapimin farkliligina gore Tip-A ve Tip-B olmak iizere iki
farkli sekilde dretilmektedir. Jelatinin kimyasal yapisi sekil 2.3’de verilmistir.
Biyouyumlu ve biyobozunur bir malzeme olmas: dolayisiyla doku iskelesi tiretimi ve
ilag salim sistemlerinde sikhikla kullanilmaktadir (Kang vd. 1999). Ayrica hidrofilik
ozelikte olmasi jelatin ile elde edilen doku iskelelerinde hiicresel aktivitenin daha
yiiksek olmasini saglamaktadir. Amino asit dizilimi yapisinda bulunan amino asit

miktarlarina bagl olarak molekiil agirlig1 20-100 kDa arasinda degisebilmektedir.
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Sekil 2.3 Jelatinin kimyasal yapis:.

2.2 Elektroegirme

Elektroegirme teknigi elektrostatik kuvvetler kullanilarak polimerlerin fiber yapida
elde edilmesi esasina dayanmaktadir. Elektroegirme teknigi bircok polimere

uygulanabilmesi dolayistyla doku miihendisligi uygulamalarinda o6nemli bir yer



tutmaktadir. Bu teknik ile 6riillmemis ag yapida ya da dogrusal yapida nanoboyuttan
mikron boyuta kadar fiberlerin elde edilebilmesi miimkiindiir. Bununla birlikte
olusturulan fiber yapilarin dogal hiicre dis1 matriks yapisina benzerlik gostermesi,
fiberlerin hiicre etkilesimi igin genis yiizey alan saglamasi ve olusan yapinin besin
maddeleri gibi sivilarin transferine olanak tanimasi agisindan 6nemli bir tekniktir
(Kim vd. 2008, Sill vd. 2008).

Elektroegirme i¢in gerekli deney diizenegi; yiiksek voltaj giic kaynagi, besleme
iinitesi ve toplayict olmak tizere ti¢ temel diizenekten olusmaktadir. Bu teknikte,
polimer uygun bir ¢oziiciide ¢oziilerek ya da eriyik haline getirilerek siringanin igine
yerlestirilir. Daha sonra polimer ¢ozeltisi ile toplayici levha arasinda voltaj gerilimi
uygulanir. Besleyici {initedeki ignenin ucunda asili durumda duran polimer ¢ozeltisi
damlas: kritik bir voltaj degerine kadar, yiizey geriliminin uyguladigi kuvvetlerden
dolayi, kiiresel bir bicimde bulunur. Uygulanan potansiyel fark bir esik degerine
ulastigi anda, elektrostatik kuvvetler yiizey gerilimi kuvvetlerine esitlenir. Bu noktada
polimer damlas1 sekil degistirerek koni bigimini alir. Bu koniye Taylor konisi adi
verilmektedir. Polimer damlas1 Taylor konisi halini aldiktan sonra voltajdaki ¢ok
kiigiik bir artigla birlikte koni ucundan bir jet figkirir. Yiiklenen jet Taylor
konisinden ¢iktiktan sonra belli bir mesafede kararli bir sekilde hareket eder.
Daha sonra jette kararsizlik hali belirir ve fiber jet formunda olusan akis kararsiz
halde kollektor tizerinde toplanir (Sill vd. 2008) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4 Elektroegirme diizenegi

Elektroegirme ve bu teknikle elde edilen fiberleri etkileyen parametreler; polimer
cozeltisi parametreleri ve islem parametreleri olarak ikiye ayrilabilir. Bu
parametrelerin optimizasyonu ile boncuk igermeyen nanofibr6z membranlar elde
edilebilmektedir. Polimer ¢ozelti parametreleri ve islem parametrelerinin fiber

olusumundaki etkileri asagida incelenmektedir.

Polimer Cozeltisi Parametreleri

Elektroegirme teknigi ve elde edilen fiberlerin morfolojisi polimer ¢dzeltisinin
ozelikleri ile dogrudan ilgilidir. Bu kapsamda polimerin molekiil agirligi, ¢ozelti
vizkozitesi, derisimi ve elektriksel 6zelikleri elektroegirme islemi tizerinde 6nemli bir

etkiye sahiptir.

e Polimerlerin Molekiil Agirhgi, Cozelti Viskozitesi ve Derisimi

Cozelti viskozitesini etkileyen faktorlerden birisi kullanilan polimerin molekiil
agirhigidir. Polimerin molekiil agirligr polimer zincirinin uzunlugunun gostergesidir.
Cozelti viskozitesini arttirmak i¢in yiiksek molekiil agirlikli polimerler kullanmanin
yaninda ¢0zelti derisimi arttirilabilir.  Fiberlerin elektroegirme teknigi ile
olusturulabilmesi icin ¢ozelti yeterli molekiil agirligina sahip polimer kullanilarak

hazirlanmali ve elde edilen ¢ozeltinin viskozitesinin elektroegirme sistemi esik



degerinin iizerinde olmas1 gerekmektedir. Elektroegirme islemi sirasinda polimer jeti
siringa ucunu terk ettikten sonra polimer ¢ozeltisi toplayic tabakaya dogru gerilir ve
uzar (Buchko vd. 1999). Bu uzama esnasinda polimer zincirleri birbirine dolanir ve
polimer jetin kopmasi engellenir. Polimer jetin birbirine dolanmasi, elde edilen
fiberlerin {izerinde boncuk olusmasi arasinda 6nemli bir baglant1 vardir. Polimer jetin
birbirine dolanmasi ve boncuksuz fiberlerin olusmasi icin minimum viskozite
gerekmektedir (Bhardwaj vd. 2010). Bununla beraber yiiksek viskozite elektroegirme
islemi baglamadan ¢ozeltinin siringa ucunda kurumasima sebep olabilir. (Zhong vd.
2006).

e Yiizey Gerilimi

Elektroegirme isleminin baslamasi igin yiiklii ¢dzeltinin kendi yiizey gerilimini
asmast gerekmektedir. Olusan polimer jeti, toplayiciya dogru haraket ederken yiizey
gerilimi jet boyunca boncuk olusumuna neden olabilir. Yiizey geriliminin akiskanin
birim kiitlesi basina yiizey alanimi diisiiriicii etkisi ¢ozelti icindeki yiiksek derigimli

bolgelerin kiiresel formda boncuk olusturmalarina neden olmaktadir. (Zhong vd.
2006).

e Cozelti iletkenligi

Elektroegirme teknigi, ¢ozelti lizerindeki yliklerin birbirini itmesi ile polimer jetin
gerilmesi ve uzamasi prensibine dayanir. Dolayisiyla ¢ozelti iletkenliginin artmasi ile
elektroegirme islemi esnasinda polimer jeti tarafindan daha fazla yiik taginir ve
polimer jetin uzamasi artar. Sonug olarak jetin uzamasi arttikga daha kiiciik capl ve
diizgiin fiberler elde edilir (Zhong vd. 2006). Ayrica ¢ozelti iletkenliginin artmasi
fiberin elde edilmesi i¢in gerekli olan kritik voltaj degerinin azalmasini saglayacaktir.
Bununla beraber ¢o6zelti iletkenliginin artmast, yiiklerin birbirlerini itmesi ile meydana
gelen biikiilme kararsizliginin siringa ucuna daha yakin bir yerde baslamasini

saglayacak ve fiberlerin toplayici tizerinde biriktigi alan artacaktir (Choi vd. 2003).
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e Coziicii Dielektrik Sabiti

Kullanilan ¢o6ziiciinlin dielektrik sabiti, elektroegirme islemi {izerinde O6nemli bir
parametredir. Yiiksek dielektrik sabitine sahip ¢oziicii kullanilan uygulamalarda elde
edilen fiberlerin caplarinda ve boncuk olusumunda azalmalar meydana geldigi
goriilmektedir (Bhardwaj vd. 2010). Coziicliniin dielektrik sabiti arttiginda
elektroegirme jetinin biikiilme kararsizli§i da artmaktadir. Bu ayn1 zamanda polimer
jetin kat edecegi yolu arttirmakta ve fiberlerin capmni diisiirmektedir. Farkli

¢oziciilerin dielektrik sabitleri ¢izelge 2.1'de verilmistir.

Cizelge 2.1 Farkli ¢oziiciilerin dielektrik sabitleri

Coziicii Dielektrik sabiti (20-25°C)
Kloroform 4.8
Su 80.0
Etanol 24.3
Metanol 33.0
Tetrahidrofuron (THF) 7.5
Diklorometan (DCM) 9.1
Aseton 21.0
1,4 Dioksan 2.3
Dimetil siilfoksit (DMSO) 47.0
Toluen 2.4
Hekza floro izopropanol (HFIP) 16.7
izopropanol 18.0
Trifloro etanol (TFE) 21.7
Dimetil formamit (DMF) 38.3
Asetik Asit 6.1
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islem Parametreleri

Elektroegirme prosesini etkileyen diger parametreler, islem parametreleri olarak
bilinen elektroegirme jetine uygulanan dis faktorlerdir. Bu parametreler; uygulanan
voltaj ¢cozelti akis hiz1 ve toplayici-igne ucu uzakligidir. Bu parametrelerin elde edilen
fiber morfolojisinde etkileri olmakla beraber ¢ozelti parametrelerine gore etkileri daha

azdir.

e Uygulanan Voltaj

Elektroegirme islemi gerceklesirken uygulanan voltaj, elde edilen fiberlerin ¢aplari ve
morfolojileri iizerine dogrudan etki etmektedir. Islem sirasinda elektroegirme jetinin
olusabilmesi icin voltaj degerinin belirli bir esik degerini asmasi1 gerekir. Fakat bu
minimum voltaj degerinde elde edilen fiberin yapisinda boncuk bulunmasi yiiksek bir
olasiliktir. Belirli bir seviyeye kadar voltaj degeri artirilarak boncuk olusumu

engellenebilir. Voltaj degerinin artirilmasi fiber ¢aplarinin azalmasina da neden

olmaktadir.
Kapiler
Puskurtulmus
Fiber
>
Uygulanan Voltaj Arttirildiginda

Sekil 2.5 Uygulanan voltajin Taylor konisine etkisi (Sill vd. 2008)
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o Cozelti Akis Hizi

Polimer ¢ozeltisinin akis hizi, fiber cap1 ve morfolojisi lizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Genellikle ¢ozelti akis hizinin artirilmasi ile fiber caplarinda artis oldugu
gozlenmistir. Bununla beraber yiiksek hizla toplayiciya gonderilen c¢ozeltinin
toplayiciya ulasmadan kuruyamamasi sonucunda fiber yapilarin kiiresel formlarinin
bozulmasi s6z konusu olabilir. Diisiik akis hizinda ¢ozeltinin gonderilmesi ise
siringanin ucunda ¢oziicliniin kurumasina ve boncuksu yapilarin olusmasina neden

olmaktadir.

e Siringa Ucu-Toplayicr Aras1 Uzakhk

Siringa ucu-toplayici uzakligi diger islem parametrelerine oranla fiber ¢api ve
morfolojisi lizerinde daha az etkili olsa da toplayict uzakliginin artmasi hem fiberlerin
capmnin kiiclilmesine hem de agst yapinin daha biiylik bir alana toplanmasini

saglamaktadir.

Cizelge 2.2'de elektroegirme parametrelerinin fiber morfolojisi iizerindeki etkilerine

iliskin genel bir tablo sunulmustur.

Cizelge 2.2 Elektroegirme parametrelerinin fiber morfolojisi tizerindeki etkileri

Parametre Fiber morfolojisi iizerindeki etkisi
Voltaj f Fiber ¢ap1 L

Fiber c¢ap1[ (Akis hizi cok arttiginda fiber
Akas HlZlf sap r( ’ ¢ 8

morfolojisinde boncuklar goriilebilir)

s Fiber (;aplx(Slrlnga ucu-toplayict uzakligi ¢cok kisa
Siringa ucu-toplayici uzakhglf

olursa fiber morfolojisinde boncuklar goriilebilir)
Polimer derisimi (Viskozite)f Fiber ¢ap1 f (Optimum kosullarda)

Cozelti iletkenligif Fiber g:aplx (Genis ¢ap dagilimi olabilir)
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Elektroegirme teknigi, malzeme secimindeki esneklik ve fiber 6zelliklerinin kontrol
edilebilmesi dolayisiyla gesitli doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in biyomalzeme
tretiminde avantajlar saglamaktadir (Sill vd. 2008). Elektroegirme teknigi
kullanilarak hiicre dis1 matris benzeri yapilar olusturulabilir Ki bu yapilar hiicre
¢ogalmasi ve yapigsmasinda onemli rol oynamaktadir (Sill vd. 2008). Bununla
beraber gozenekli membran hiicrelere besin transferini hizlandirmaktadir
(Bhardwaj vd. 2010). Cok sayida fiberden olusan membranin yiizey alani
artmaktadir ve bu oOzelik hiicre yapismasinin daha kolay gergeklesmesini
saglamaktadir. Buna karsin, kiigilk gozenekli yapist nedeniyle hiicre
penetrasyonunun zorlasmasi ve 2-boyutlu (2D) yapist elektroegirme teknigi ile
elde edilen membranlarin kullaniminda karsilagilan dezavantajlar olarak

siralanabilir (Sill vd. 2008).

Doku miihendisligi uygulamalarinda elektroegirme teknigi ile birgok ¢aligsma
gergeklestirilmistir. Tiglhi ve grubu tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada,
elektroegirme teknigi kullamilarak hazirlanan poli(kaprolakton)/jelatin  (PCL/J)
nanfibroz doku iskelelerine EGF immobilizasyonu gergeklestirilmis ve elde edilen
yapinin 6zellikle deri doku mihendisliginde kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.
Damar doku miihendisligi uygulamalar1 igin yiiriitiilen ¢alismalarda poli(laktik-ko-¢-
kaprolakton) (PLCL) kopolimerinden elektroegirme yontemi ile elde edilen doku
iskeleleri kullamlmis ve insan umblikal damar endotel (HUVEC) hiicrelerinin

yapismasinda artis gézlenmistir (Inoguchi vd. 2007).

Elektroegirme teknigi kullanilarak elde edilen fiber yapilarin yiizey alani/hacim
oraminin  yiiksek olmasi1 nedeniyle su absorplama kapasitelerinin fazla olmasi,
gozenekli yapr sayesinde nem kontroliiniin saglanabilmesi ve nanofibréz yapinin
hemostatik fazi desteklemesi nedeniyle, yara iyilesme siirecinde kullanilan
fonksiyonel malzemelerin iretilmesinde de tercih edilen bir tekniktir (Zahadi vd.
2010). Bu teknik kullanilarak hazirlanan nanofibr6z membranlar, gesitli yontemler
kullanilarak antimikrobiyal ajanlarla modifiye edilmis ve antibakteriyal 6zellige sahip
biyomalzemelerin elde edilmesine yonelik calismalar yapilmigtir. Yapilan bu
caligmalarda, antimikrobiyal ajan olarak gimiis partikiiller, antibiyotikler veya
salisilik asit tirevleri kullanilmistir (Zahadi vd. 2010). Poli(vinil alkol) kullanilarak
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yapilan bir ¢alismada, yara ortii materyali olarak kullaniimak tizere nanofiber yapida
membranlar elektroegirme teknigi ile hazirlanmistir. Hazirlanan  membrana
antimikrobiyal 6zellik kazandirmak amaciyla giimiis iyonlar: yiiklenmis zirkonyum
nanopartikiilleri eklenmistir (Hong 2007). Said ve grubu (2011) tarafindan
gergeklestirilen ¢aligmada, poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ile antimikrobiyal bir
ajan olan fusidik asit (FA) kullanilmis, elektroegirme teknigi ile elde edilen
PLGA/FA nanofiberler tizerinde biyofilm olusumu incelenmistir. Xing ve grubu
(2010) tarafindan yiiriitillen bir diger ¢alismada, yapay eklemlerde kullaniimak tizere
poli(hidroksi biitil valerat) (PHBV) nanofiber yapilar elektroegirme teknigi ile elde
edilmistir. Yapay eklemlerde karsilagilan enfeksiyon probleminin 6niine gecilmesi

amaciyla yapiya giimiis nanopartikiiller eklenmistir.

2.3 Mikroorganizmalar

Mikroorganizma; adindan da anlasildigi tizere boyutlart 1 mm altinda olan
mikroskobik organizmalarin genel adidir. Halk arasinda “mikrop” diye adlandirilan
mikroorganizmalar, yapilarina gore ii¢ gruba ayrilmistir. Birinci grup; hiicre yapilart
hayvan ve bitki hiicre yapisina benzerlik gésteren mikroorganizmalari igerir ve gergek
cekirdekli anlamina gelen o6karyotik mikroorganizma olarak adlandirilir,
Mikroorganizmalarin ikinci grubu; daha basit bir hiicre yapisina sahip olan mavi-yesil
algler, bakteriler ve arkbakterileri iceren prokaryotik mikroorganizmalardir.
Mikroorganizmalarin {giincii  grubunu ise; hiicre yapisi gostermeyen ve tek
baslarina metabolizma aktivitesi bulunmayan viriisler olusturmaktadir (Bilgehan
2008).

Hayvanlarda, bitkilerde ve gelismis protistlerde bulunan oékaryotik hiicreler;
genellikle 10 pm ve daha biiytik ¢apa sahiptir. Bununla beraber, igerisinde DNA’y1
bulunduran ¢ekirdek yapisi, ¢ok gesitli amaclar i¢in kullanilan organeller ve boliinme
tarzit gibi farkliliklar ile prokaryotik hiicrelere gore daha gelismis yapiya sahiptir.
Okaryotik mikroorganizmalar grubuna algler, protozoonlar ve mantarlar
girmektedir (Sumbali ve Mehrotra 2001, Tunail 2009).
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Prokaryotik hiicreler; okaryotik hiicreler ile kiyaslandiginda ¢ok daha kiiciik ve
basit morfolojiye sahiptirler. Prokaryot hiicreler genellikle 0.2—2 um capinda ve 2-8
um uzunlugundadir. Bununla beraber bakterilerin boyutlari 125 nm ile 20 pm
arasinda degismektedir. Prokaryotik hiicrede sitoplazmanin dis tarafinda hiicreye sekil
veren ve ozmotik basing nedeniyle pargalanip dagilmasina kars: direng saglayan hiicre
duvari bulunur. Yapilarinda yalnizca sitoplazma igerisinde serbest halde bulunan DNA
ve suda yasayan bakterilerin yiizmesine yarayan gaz vakuolleri bulunmaktadir
(Tunail 2009) (Sekil 2.6).

Okaryot Hiicre Yapisi Prokaryot Hiicre Yapisi
mitokondri
mikrofilament e
lizozom A ‘]‘x > ’ﬂ’ "::‘"l: endoplazmik sitoplazma
AN \

peroksizom S A ':" . S
= ekirdek P
sentrioller s “ AN
= N\ cekirdek zar) delikleri ' o \
< “ | T hiicre zan kapsiil . & ,_ K
mikrotiibiiller - e 5 .'.i: h. duvarr—=¢ AR X
L i —— cekirdeksik ;
£ sitoplazma &
N AP
& zan P\
; Xk _X ribozom o
3 ’ "’ 23 kromatin S\
ll . ‘ V' .‘ \. A
siller— 2 /% /%@’75, pili 2
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Sekil 2.6 Prokaryotik ve okaryotik hiicre yapilari ve yapilarinda bulunan organeller
(http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/monera/proeufark.htm)

Bakteriler morfolojik olarak birbirine ¢ok benzer yapidadirlar ve genellikle yuvarlak
(cocus), ¢omak (bacilli) ya da sarmal formlarda bulunurlar. Bununla beraber bu

temel formlardan ayrilan birgok cins bulunur (Sumbali ve Mehrotra 2001).

Yuvarlak sekilde olan bakteriler; koklar, genellikle piiriizlii ve kiiresel hiicreleri
icerir. Bu bakteriler ortamda tek tek bulunabildikleri gibi farkli diizlemsel yapilarda
da bulunabilmektedir. Koklarin caplar1 0.4 ila 2 um arasinda degismekle birlikte
daha ¢ok 0.8-1 um araliginda bulunurlar (Tayar ve Hecer 2010, Sumbali ve Mehrotra
2001). Koklar boliinme sonrast dizilimlerine gore yeniden isimlendirilmektedir.

Boliinme sonrasi  birbirinden tam olarak ayrilan koklara mikrokok olarak
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adlandirtlirken ¢ift olarak dizilen koklara diplokok denir. Koklarin bdliinmesi;
paralel diizlemler halinde, devamli ve uzun zincirler halinde ise streptokoklar
(streptococcus) olarak adlandinillir. Bu tiir bakteriler Gram-pozitif grubuna giren
sporsuz ve hareketsiz bakterilerdir. Bu tiir koklara 6rnek olarak Streptococcus
epidermidis ve Streptococcus pneumoniae gosterilebilir. Bireysel koklar ¢esitli
yonlere dogru cogalirken tiziim salkim: gibi birbirlerine bagl kaldiklarinda ise
stafilokokus (staphylococcus) olarak adlandirilir. Bu ¢esit koklar streptokoklara
benzer sekilde Gram-pozitif grubuna giren sporsuz ve haraketsiz bakterilerdir.
Staphylococcus aureus bakterisi bu tiire 6rnek olarak gosterilebilmektedir (Tayar ve
Hecer 2010) (Sekil 2.7).

, VCP\ O O
<3 |60 B

A\

Sekil 2.7 Staphylococcus aureus bakterisinin SEM ve ekim goriintiileri

(http://lib.jiangnan.edu.cn, http://www.extension.org)

Baska bir bakteri formu olan ¢comak (bacillus) seklindeki bakteriler silindir seklinde
olup genellikle 0.5-1 um eninde ve 5-6 um boyundadir. Comak bakterilerin uglar
diiz, yuvarlak, ¢atallanmis ve puro bigcimlerinde olup bazi tiirleri haraket kabiliyeti
kazandiran kapgilara sahiptir. Comak bakteriler boliinme sonrasi farkli dizilimlerde
bulunurlar. Boéliinme sonrast tek basina bulunanlar basilus (bacillus), zincir
olusturmus halde bulunanlar streptobasilus (streptobacillus) ve oval ve kok benzeri
olanlar ise kokobasilus (coccobacillus) olarak adlandirilir. Comak bakterilere
Escherichia coli 6rnek gosterilebilir (Bilgehan 2008, Tayar ve Hecer 2010) (Sekil
2.8).
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Sekil 2.8 Escherichia coli bakterisinin SEM ve ekim goriintiileri

(http://www.keepourfoodsafe.org/wp-content, http://www.oxbridgebiotech.com/review)

Prokaryotik hticrelerin bir diger hiicre formu ise spiraldir. Tam bir turdan daha
az kivrima sahip bakteriler spiral sekil bakteri formuna sahiptir ve vibros ya da
komma olarak adlandirilir. Bu tiir bakteriler esnek ve biikiilebilen ve yumusak yapiya
sahiptir, ornek olarak Aquaspirillium ve Treponema gosterilebilir (Sumbali ve
Mehrotra 2001, Bilgehan 2008).

Bakteriler; giinimiizde bakteri tanisinda en gegerli testlerden birisi olan Gram-
boyama yontemine verdikleri reaksiyon ile ikiye ayrilmaktadir. Bu testte bakteri
kiiltiiriine kristal viyole boya uygulanir ve ardindan derhal iyot ¢ozeltisi ile yikanur.
Daha sonra boyanin geri alinmasi amaciyla bakteri kiiltiirii etanol ya da eter ile kisa
stire yikanir. Bu islem sonunda bazi bakteriler kristal viyole ile etkilesime giren iyotu
hiicre icinde tutarken, bazi bakterilerde ise yikama islemi ile kristal viyole boya geri
verilmekte ve bakteri hiicresi renksiz kalmaktadir. Renksiz kalan bakterilerin daha iyi
gortilebilmesi amaciyla bu bakteriler safranin ile boyanir. Sonug olarak ilk boyama
isleminde kristal viyole rengi tutanlar Gram-pozitif bakteriler, ilk boyamada boyayi
disar1 veren, ikinci boyamada boyandiklarinda ise pembe-kirmizi rengi alanlar
Gram-negatif bakteriler olarak adlandiriimaktadir (Bilgehan 2008, Tunail 2009).

Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin 6zelikleri ¢izelge 2.3’de verilmistir.
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Cizelge 2.3 Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin 6zelikleri (Tortora vd. 2012)

Karakteristik Gram-pozitif Gram-negatif
Peptidoglikan Tabakasi Kalin (Cok Tabakali))  Ince (Tek Tabakalz)
Dis Membran Yok Mevcut
Lipopolisakkarit I¢erigi Cok Az Cok
Lipit ve Lipoprotein Icerigi Az Cok
Toksin Uretimi D1s Zehir I¢ Zehir
Direng ve Fiziksel Bozunma Yiiksek Diisiik
Lizozom ile Hiicre Duvar1 Bozunmas1  Yiiksek Diistik
Siilfonamit ve Penisilin Duyarhhg Yiiksek Diisiik
Boyama ile inhibisyonu Yiiksek Diisiik
Anyonik Deterjan Duyarlihg: Yiiksek Diisiik

Gram-boyama mekanizmasinin kendi boyanmadig: halde hiicre duvari yapisina bagh

oldugu bilinen bir gergektir.

Sekil 2.9’da yapilart verilen Gram-pozitif ve

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlar: yapisinin ve igeriklerinin farkli olmasinin

boyama sonucunu etkiledigi diistiniilmektedir.
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Sekil 2.9 Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin hiicre duvar1 yapilar: (Tortora

vd. 2012)
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Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarinin % 50’si kristal viyole-iyot kompleksini
tutma ozeligine sahip c¢ok katt homojen ve yogun peptidoglikan tabasindan
olusmaktadir. Hiicre duvarinin agst ve kat kat peptidoglikandan olusan yapisi
boya parcaciklarimi tutmaktadir (Tortora vd. 2012). Oysa Gram-negatif
bakterilerde bu tabaka ¢ok incedir. Ayrica Gram-pozitif bakterilerin hicre
duvarinda Gram-negatif bakterilerden farkli olarak teikoik asit ve teikuronik asit
bulunmakta, bununla beraber Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinda ise murein
agina tutunan lipoprotein, lipopolisakkarit ve lipit oraninin ¢ok Yyiiksek oldugu
goriilmektedir. Sonug olarak; Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerin hiicre
duvart farkliliklarinin gram-boyama sonuglarmi etkiledigi diistiniilmektedir (Tunail
2009).

2.4 Biyomalzeme Kaynakh Enfeksiyonlar

Biyomalzemelerin, kateter, kalp kapake¢igi, stent, eklem protezi ve yara Oorti
malzemesi gibi biyomedikal uygulamalarda kullanimi, biyomalzeme-kaynakl
enfeksiyon problemini de beraberinde getirmektedir (Costa vd. 2011). Bakterilerin
biyomalzeme vyiizeyi iizerinde tutunarak c¢ogalmalari ve biyofilm olusturmalari,
antibiyotiklere kars1 direngli hale gelen patojenik enfeksiyonlara neden olmaktadir.
Bakterilerin yiizeye tutunmasi ile baslayan biyofilm olusumu metaller, seramikler ve
polimerler gibi biyomedikal uygulamalarda kullanilan her ¢esit malzeme yiizeyinde
gerceklesebilmektedir (Gristina 1987).

Biyofilm olusumu birbirini takip eden bir dizi olay sonrasinda gergeklesmektedir.
Bunlar sirasiyla mikrobiyal yapisma, mikrokoloni olusumu ve iireme, matriks
tiretimi, biyofilmin olgunlagmasi1 ve enfeksiyon olusumudur (Costa vd. 2011). Bir
biyomalzeme viicuda implante edildiginde, fibronektin gibi ortamda bulunan
proteinler ile kaplanmaktadir. Bu proteinler bakteriler igin bir hazirlayic1 tabaka
gorevi gorerek bakteri yapismasini desteklemektedir. Bakterilerin yiizey proteinleri ile
etkilesimleri zayif van der Waals kuvvetleri ile baslamakta ve ilerleyen siirelerde
spesifik etkilesimler ile kuvvetlenmektedir. Bakterilerin yiizeye tutunmasinin ardindan
gergeklesen matris diretimi ile biyofilm olusumu tamamlanmaktadir (Gristina 1987)
(Sekil 2.10).
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Biyofilm Olusumu

Matriks Olusumu

Bakteri Yapismasi
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Biyomalzeme Ylizeyi

Sekil 2.10 Biyofilm olusum mekanizmasinin sematik gosterimi

Biyofilm, yiiksek  yogunlukta ~ mikroorganizma  popiilasyonu igeren,
mikroorganizmalarin trettigi polisakkaritler, proteinler, niikleik asitler ve lipitlerden
olusan ti¢-boyutlu bir matris yapidir. Bu matris yapi, ultra viyole radyasyonu, pH
degisimleri, osmotik sok ve akisa Kkarsi direng gostermekte, antibiyotiklerin ve
biyosidal ajanlarin gegisine izin vermemekte ve standart klinik prosediirler biyofilm
olusumunun ve enfeksiyonun 6niine gegilmesinde yetersiz kalmaktadir. Antibiyotikler
ile onlenemeyen enfeksiyon sonucunda ise implant biyomalzeme kullanilamaz
duruma gelmekte, saglikli hiicrelerin zarar gormesi doku kayiplart ve &liimle
sonuglanabilmektedir (Hetrick vd. 2006, Vila vd. 2008, Costa vd. 2011).
Biyomalzeme yiizeylerinde bakteri kolonizasyonu ve biyofilm olusumu engellenerek
biyomalzeme-kaynakl enfeksiyonlarin oniine gegilmesi hedeflenmektedir (Darouchie
2004, Costa vd. 2011).

2.5 Biyomalzeme Kaynakl Enfeksiyonlarin Onlenmesinde Kullanilan Yéntemler

Biyomalzeme-kaynakli enfeksiyonlarin 6nlenebilmesi amaciyla, bakterilerin yiizeye
tutunmasinin engellendigi antimikrobiyal 6zelikte malzemelerin tiretimi igin sentetik

ve dogal yaklasimlar bulunmaktadir. Bu yaklasimlar asagida agiklanmistir.
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2.5.1 Sentetik yaklasimlar

Antibiyotik adsorpsiyonu giimiis nanopartikiillerin membran yiizeyine kaplanmasi,
hiicre yapismasmni engelleyen yapismaz (non-fouling) yiizeylerin elde edilmesi ve
antimikrobiyal 6zelik tasiyan polimerlerden elde edilen doku iskelelerinin kullanimi
(Harbers vd. 2007) gibi sentetik yaklagimlarin amaci implantasyon o6ncesinde
yiizeylerin patojenik olmayan bakteriler ya da hiicreler ile kolonizasyonu (Carvalho
2007) ve yiizeylerin biyosidal ajanlar ya da antibiyotikler ile kaplanmasidir (Chung
vd. 2003, Jose vd. 2005). Sentetik yaklagimlar kullanilarak elde edilen antimikrobiyal

malzemelerin kullanimi, avantajlar1 ve dezavantajlari asagida sunulmustur.

¢ Antibiyotikler ile biyomalzeme yiizeyinin kaplanmasi

Bu yontem kullanilarak gergeklestirilen calismalarda; membran yiizeyi antibiyotik
kullanilarak antimikrobiyal hale getirilmekte ve doku iskelesi mikroorganimalardan
korunmaktadir. Toncheva ve grubu (2012) florokinolon antibiyotigi igeren coPLA
nanofibr6z membran elde etmisler ve S.aureus ile gerceklestirilen bakteri yapisma testi
sonucunda bakteri yapismasinin florokinin etkisi ile azaldigi sonucuna varmislardir.
Bir diger ¢alismada ise PLGA polimerinde elde edilen malzeme emme teknigi ile
sefazolin antibiyotigi ile kaplanmakta ve salim ve antimikrobiyal aktivite testi
sonuglarina gore antibiyotigin mikroorganizma yapismasini engelledigi, buna karsin
antibiyotik saliminmin ilk 24 saatte gergeklestigi gortilmiistir (Kilig vd. 2007).
Antibiyotiklerin uzun siireli etkiye sahip olamadiklar1 ve bu nedenle ¢ok gelismis bir
ilag salim sistemi ile kullanilmalar1 gerektigi sonucuna varilmigtir. Ne var ki, klasik
antibiyotiklerin kullanimi, segilen ilacin spektrumu, bakterilerin antibiyotiklere karsi

direng gelistirebilmeleri ve kisa siireli etkileri ile sinirli kalmaktadir (Costa vd. 2011).

e Antibiyotik olmayan antimikrobiyal ajanlar ile biyomalzeme yiizeyinin
kaplanmasi

Mikroorganizmalara kars1 biyomalzeme yiizeyinin korunmasi i¢in farkli bir yaklagim
ise antibiyotik olmayan antimikrobiyal ajanlarin kullanimidir. Bu yaklasimda daha
cok giimiis nanopartikiiller olarak bilinen fakat farkli metal ve biyouyumlu

malzemeleride iceren ajanlar kullanilarak biyomalzemenin yiizeyinin kaplanmasi ve
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antimikrobiyal Ozelik gosteren biyomalzeme iiretimi amaglanmaktadir (Costa vd.
2011). Bakir, ¢inko, titanyum, altin gibi metal iyonlarinin da antimikrobiyal 6zelikte
oldugu bilinmekle beraber mikroorganizmalara kars1 en etkin metalin giimiis oldugu

bilinmektedir (Can ve Korlii 2011, Said vd. 2011).

Sekil 2.11 Giimiis nanopartikiillerin TEM goriintiisii

Glimiis bilesiklerinin, mikroorganizma etki mekanizmasi ¢ok anlasilamamakla
birlikte yapilan son c¢aligmalarda agir metallerin hiicre duvari ve hiicre zarina
baglandig, tiyol gruplar ile etkileserek solunum enzimlerini inhibe ettigi ve boylece
mikroorganizmalarin 6liimiine yol agtig1 bilinmektedir (Can ve Korli, 2011). Bunun
yaninda giimiis nanopartikiillerin viicut icerisinde toksik etki gostermemesi bu
yontemin kullanimi i¢in 6nemli bir avantajdir (Xue vd. 2011, Said vd. 2011). Ancak
yine de FDA’ 1n 1999 yilinda mikro ya da nano partikiiller igeren giimiis partikiillerin
norolojitk problemlere, bas agrisina, halsizlige, mide rahatsizligina yol agabilecegi
konusunda uyarilar1 dikkate alindiginda glimiis nanopartikiillerin  kullanimi

sinirlanmaktadir (Can ve Korlii 2011).

e Biyomalzeme yiizeyinin yapismaz (non-fouling) hale getirilmesi

Implant yiizeyinin fizikokimyasal &zelikleri, yiizey piiriizsiizlik enerjisi ve
potansiyeli, mikroorganizmalarin biyomalzeme yiizeyine yapismasi ve biiyiimesinde

onemli rol oynamaktadir. Bu yiizden yapismaz (non-fouling) yiizey yaklasiminda
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adsorban protein yapisi ve miktari, mikroorganizma yapismasi ve biyofilm

olusumunu etkilemektedir (Moriarty vd. 2011).

Gergeklestirilen caligmalarda; yiizeyin yapismaz ajanlar ya da antimikrobiyal 6zelik
tastyan polimerler ile kaplanmasi sonucunda yapismaz yiizey elde edilebilmektedir.
Cheng ve grubu (2008) gergeklestirdikleri calismada yapismaz ¢ift kutuplu sulfobetain
metakrilat yilizey lizerinde S. epidermidis ve P. aeruginosa bakterilerinin yiizeye
yapismalarinin % 90  m iizerinde azaldig1 sonucuna varilmistir. Bununla beraber; bu
yontemde yapismanin mikroorganizmaya gore farklilik gostermesi, saglikli doku
hiicrelerinin de yiizeye baglanmasinin engellenmesi ve doku entegrasyonunun

saglanamamasi gibi kisitlamalar bulunmaktadir (Costa vd. 2011).

2.5.2 Dogal yaklasimlar

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, sentetik yaklasimlarin disinda, dogal bilesenlerin
malzeme yapisina katilmasiyla antimikrobiyal yiizeylerin gelistirilmesi konusunda
onemli gelismeler elde edilmistir. Bakteriyolitik enzimler (Yuan vd. 2011) bitkilerden
elde edilen ugucu yaglar (Guarda vd. 2011), antikuarum sensér molekiiller (Al-
Bataineh vd. 2009) ve antimikrobiyal peptidlerin (Humblot 2009, Hequet vd. 2011)
kullanildig1 ¢alismalarda, bakteri kolonizasyonunun engellenmesine yonelik olumlu

bulgular elde edilmistir.

e Bakteriyolojik enzimler

Bu yaklasimda, biyomalzeme yiizeyi bakteriyolojik enzimlerle kovalent baglanma,
plasma birikimi, yiizey adsorpsiyonu gibi yontemler kullanilarak kaplanmakta ve
mikroorganizmalarin ylizeye yapigmast engellenmektedir. Yapilan caligmalarda
bakteri bilylimesini ve ¢ogalmasini engelleyen hidrolitik enzimler (protoaz, glikosidaz,
lizozim vb.) kullanilmaktadir (Yuan vd. 2011). Yuan ve grubu (2011) tarafindan
gergeklestirilen bir ¢alismada poli(etilen glikol)-metakrilat polimerinin yiizeyi lizozim

ile kaplanmis ve bakteri kolonizasyonunda belirgin bir diislis oldugu gozlenmistir.
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e Ucucu yaglar

Bitkilerden elde edilen ve antimikrobiyal 6zelige sahip ugucu yaglar genellikle besin
ambalajlarinda tercih edilmektedir. Guarda ve grubu (2011) gergeklestirdigi bir
calismada timol ve kekik yaglari kullanilmis, polipropilen ylizeye antimikrobiyal
0zelik kazandirilmistir. Gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite g¢alismalarinda ise
kullanilan ugucu yaglarin mikroorganizma lireme ve ¢cogalmasinda belirgin bir diisiise
sebep oldugu sonucuna varilmistir. Bununla beraber ugucu yaglarin etki siiresinin az
olmasi ve etki siiresini arttirmak amaciyla ¢ok iyi bir salim sistemine sahip olmasi

gerekliligi kullanimini kisitlamaktadir.

Dogal yaklasimlar arasinda antimikrobiyal peptidler, genis antimikrobiyal spektruma
sahip, bakteri kolonizasyonunu engelleyebilen, bakteri direncinin en aza indirgendigi,
toksik etki gostermeyen ve uzun siire etkisini devam ettirebilecek antimikrobiyal
maddeler olarak oldukgea ilgi ¢ekmektedir (Glinel vd. 2012).

2.5.3 Antimikrobiyal peptidler

Antimikrobiyal peptidler (AMP), 10-25 amino asit igeren, 1 ila 5 kDa molekiil
agirhgina sahip, katyonik karakterde molekiillerdir (van’t Hoff wvd. 2001).
Bakterisidal, fungisidal ve virisidal etkilerinin yan1 sira, ¢ok diisiik derisimlerde etkili
olabilmektedirler. Bakterilerin bu peptid molekiillerine kars1 direng gelistirme
olasiliklarinin ¢ok diisiik olmast da AMPlerin sagladigi diger bir avantajdir. Cok
hiicreli mikroorganizmalarin  bagisiklik sistemlerinde bulunduklarindan dogal
kaynaklardan izole edilebildikleri gibi sentetik olarak da tretimleri mimkiindir
(Reddy vd. 2004). AMPlerin etki mekanizmasi tam olarak agiga kavusturulmamis
olmakla birlikte, fizikokimyasal 6zelliklerinden dolay: lipid bakimindan yogun ve
negatif yiikli lipid gruplari igeren bakteri membran: ile etkileserek hiicre duvarini
par¢alamakta ve bakterilerin 6liimiine sebep oldugu diistintilmektedir (Costa vd.
2011). Peptid agregasyonu ya da proteolitik par¢alanma sonucu aktivasyon kaybinin
oniine gecilebilmesi icin, AMPlerin yiizeylere kovalent immobilizasyonunun
gerceklestirilmesi distinilmis ve AMP immobilizasyonunun antimikrobiyal aktivite

tizerindeki etkilerini inceleyen calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda, biyomalzeme
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yiizeyine immobilize edilmis olan AMP yogunlugu, ara molekiil (spacer) kullanimi ve
kimyasal immobilizasyon stratejilerinin  AMP  aktivitesi  {izerindeki etkileri
incelenmistir (Costa vd. 2011) Haynie ve grubu (1995) tarafindan yapilan bir
calismada, Magainin Il antimikrobiyal peptidi, poliamid regine yiizeylere immobilize
edilmistir. Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri suslariyla yapilan ¢alismada,
Magainin II’nin bakterilerin membranlar: ile etkilesimi sonucu bakterisidal etki
gosterdigi  bulunmustur. Paslanmaz c¢elik yiizeylere AMP immobilizasyonu ile
biyofilm olusumunun incelendigi bir c¢alismada, modifiye yiizeylerde bakteri
yapismasinin azaldigi sonucuna varimistir (Hequet vd. 2011). Willcox ve grubu
(2008) tarafindan yapilan diger bir calismada, sentetik bir peptid olan melimine
kullanilmis, ticari kontakt lenslerin yiizeyine adsorbe olmus veya kovalent olarak
immobilize edilmis peptid yapinin antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir. Kovalent
immobilizasyon peptid yapisinda bulunan serbest amino gruplart {izerinden
gergeklestirilmis ve immobilize haldeki peptid aktivitesinin daha yiiksek oldugu,
yiizeye adsorbe olan peptidlerin koagiile olarak aktivite kaybina ugradiklari
gozlemlenmistir. Steven ve grubu (2008) tarafindan yapilan ¢alismalarda, polietilen
filmler AMP ile modifiye edilmis ve Escherichia coli tiremesinin yavasladigi
bulunmustur. Literatiirde yapilmis ¢alismalarda, AMPlerin bir ara molekiil varliginda
yiizeylere immobilizasyonu ile aktivitesindeki degisim incelenmistir. Ara molekiil
kullanilmadiginda da aktivite gosterdigi sonucuna varilmig olmasina kargin, kovalent
immobilizasyon oncesi yiizeylerin bir ara molekiil kullanilarak modifiye edildigi
calismalar da one ¢ikmaktadir. Ara molekiil olarak 3000 ila 5400 kDa molekiil
agirhgina sahip polietilen (glikol) (PEG) yapilar kullanilmaktadir (Costa vd. 2011)
Ara molekiiliin ucuna baglanmig olan AMP molekiiliniin, hareket serbestligi
kazanarak bakteri membrani ile daha kolay ve etkin bicimde etkilesebilecegi
diistinilmektedir. Ayrica ara molekiil olarak kullanilan PEG, yiizeylere yapismaz
ozellik kazandirmakta ve PEG kullammi ile spesifik olmayan protein
adsorpsiyonunun oniine gegilebilmektedir. Gabriel ve grubu (2006) tarafindan yapilan
bir calismada LL37 antimikrobiyal peptidinin titanyum yiizeylere immobilizasyonu
gerceklestirilmistir. PEG varliginda immobilizasyon yapilan yiizeyler Escherichia coli
bakterileri i¢in 6liimciil olurken, PEG kullanmilmadan gergeklestirilen immobilizasyon

sonrasinda antibakteriyal aktivite gozlenememistir. Bagheri ve grubu (2009)
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tarafindan yapilan bir calismada farkli uzunlukta PEG kullaniminin AMP aktivitesi
tizerinde etkili oldugu ve ara molekil uzunlugu azaldikga aktivitenin distigi
gozlenmistir. Diger yandan, Hilbert ve grubu (2009) tarafindan yapilan ¢alismalarda
ara molekiil olmaksizin antibakteriyal aktivitenin saglandigi goriilmiistiir. Bu
caligmalar degerlendirildiginde ara molekiil kullaniminin biyomalzemenin yiizey
ozellikleri, immobilizasyon yontemi ve peptid oryantasyonununa bagl olarak farkl
etkilere sebep olabilecegi sonucuna varilmaktadir. Yiizeye immobilize edilmis olan
peptid derisiminin AMP aktivitesi {izerine olan etkilerinin arastirildigi ¢alismalar
incelendiginde, peptid yogunlugunun aktivite {tzerinde farkli etkilere sebep
olabilecegi goriilmektedir. Glinel ve grubu (2009) tarafindan yapilan calismalarda,
derisimin diismesiyle Magainin | immobilize edilmis 2-(2-metoksi etoksi)etil
metakrilat yiizeylerde bakterisidal aktivenin azalmadigi sonucuna varilirken, Chen ve
grubu (2009) tarafinda yiritilen bir diger calismada, yiitksek AMP derisimlerinde
antibakteriyal aktivitenin arttigi sonucuna varilmistir. Humblot ve grubu (2009)
tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise, diisiik derisimlerde peptidlerin yalmzca

bakteriyostatik bir etkiye neden oldugu belirlenmistir.

Literatiirde yapilmis olan bu ¢aligmalar degerlendirildiginde, AMPlerin yiizeylere
kovalent immobilizasyonu ile uzun sire kararliligini  koruyan, bakteri
kolonizasyonunun oniine gegilerek biyofilm olusumunun engellendigi antimikrobiyal

aktiviteye sahip biyomalzemeleri elde etmek miimkiindiir.

Sunulan tez c¢aligmasinda antimikrobiyal peptid olarak kullanilan Magainin II, 23
amino asitten olusan pozitif yiikli amfipatik 6zelik tasiyon fosfolipid yapida bir
peptiddir. Magainin II antibiyotiklere benzer 06zelikler tasimak ile birlikte
elektrokimyasal yaklasim olarak membran iizerinde bulunan bakteri, mantar vb.
yapilar1 parcaladigi halde membran iizerinde bulunan kirmizi kan hiicreleri gibi
hiicresel aktiviteleri engellememektedir. Molekiil agirligi 2466.9 g/mol olan Magainin
I1, alfa-heliks sekonder yapida bir peptiddir. Magainin II, immobilizasyon etkilesimi
fosfolipidler iizerinden gergeklestirmekte olup, membran yiizeyine paralel olarak
yonelim gostermektedir (Bechinger vd. 1993). Magainin IlI'nin amino asit dizilimi

sekil 2.12'de verilmistir.
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H—Gly—IIe—GIy—Lys—Phe—Leu—His—Sler
[
AIa-Lys-Lys-Phe-GIy-Lys-AIa-Pfﬂe

I
Val-Gly-Glu-lle-Met-Asn-Ser-0H

Sekil 2.12 Magainin Il amino asit dizilimi
2.6 Biyoaktif Biyomalzemeler

Biyomalzemelerin, viicut igerisinde enfeksiyon olusturma, iltihaplanma, lokal doku
kaybi, implant enkasiilasyonu ve spesifik olmayan protein adsorpsiyonu gibi
istenmeyen reaksiyonlar1 6nlemek amaciyla, spesifik hiicre etkilesimlerini saglayacak
sekilde tasarlanmasi gerekmektedir. Bu amacla, biyomalzemelerin hiicrelerle olan
etkilesimlerini arttiracak biiytime faktorleri gibi sinyal proteinlerin kullanimiyla
biyoaktif malzemelerin tasarlanmasi hedeflenmistir (Karakegili 2006).

2.6.1 Bityiime faktorleri

Biiyiime faktorleri serum bilesiminde ¢ok diisiik derigimde (10, 10™* M) bulunan
ve dokularin biiyiime ve gelisiminden sorumlu olan oligopeptid yapisindaki
molekiillerdir. Hiicre boliinmesi ve farklilasmasini dogrudan uyaran bu biyosinyal
molekiiller, hiicresel aktiviteleri modiile eden mekanizmalarin anlasilmasi agisindan
son derece degerli malzemeler haline gelmislerdir (Ito ve Chen 2001). Biiyiime
faktorleri hiicre yiizeyindeki reseptorlere baglanarak hiicrelerin farklhilasmasimi ve
cogalmasini aktive ederler. Bu sinyal proteinler hiicre yiizeyindeki reseptorlerle
etkileserek bir kompleks olustururlar. Bu kompleks hiicre yiizeyi tizerinde bir agregat
olusturduktan sonra hiicre igine alinir (internalizasyon) ve burada lizozomlar
tarafindan pargalanir. Ne var ki, hiicrenin ¢ekirdegine bu sinyallerin iletilmesini
saglayacak mekanizma bugiine kadar aydinlatilamamistir. Hiicre yiizeyi tizerinde
gergeklesen olaylarin bu sinyal iletimini baslatabilecegi diistincesi, biiyiime faktorleri
gibi  biyosinyal molekiiller ile aktiflestirilmis biyomalzemelerin, hiicresel
fonksiyonlarin regiilasyonunda etkili olacagin1 gostermektedir (Ito ve Chen 2001,
Karakegili 2006).
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Literatiirde farkli dokularin rejenerasyonuna yonelik yapilan calismalarda, trombosit
kaynakl biyiime faktorii (PDGF), fibroblast biiyiime faktori (FGF), transforme edici
biyiime faktorii (TGF-B), kemik morfojenik proteinleri (BMPs), insiilin benzeri
biyiime faktorii (IGF-1) ve epidermal biiyiime faktorii (EGF) gibi gesitli biiyiime
faktorleri kullanilmistir. Judith ve grubu (2010) tarafindan yapilan bir ¢alismada
PDGF igeren jel yapida kitosan-kollajen kompozitler hazirlanmistir. Biyomimetik
ozellikteki bu matris yapinin epitelizasyonu hizlandirarak deride olusan yaralarin
iyilesme siirecini kisalttigi sonucuna varilmastir. Li ve grubu (2009) tarafindan yapilan
diger bir calismada PDGF yiikli politiretan doku iskeleleri kullanilmis ve farelerdeki
kesik yaralarin iyilesmesinde olumlu sonuglar elde edilmistir. Damak yaralarinin
tedavisine yonelik olarak, bFGF igeren kollajen-jelatin doku iskeleleri ile
gerceklestirilen bir calismada, bFGF yiiklii iskelelerin yara iyilesmesini hizlandirdigi
ve damarlasmayi arttirdigi goriilmustiir (Ayvazyan vd. 2011). Xie ve grubu (2011)
tarafindan yiiriitillen bir ¢alismada, aFGF niin fibroblast hiicrelerin tiremesini arttirdigi
ve diabetik tilserlerin tedavisinde etkin olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.
Kemik morfojenik proteinleri (BMPs) kemik dokusunun iyilesmesinde ve kikirdak
olusumunda biiyiik bir 6neme sahiptir. Wang ve grubu (2011) tarafindan yiiriitiilen bir
caligmada, periosteal oncii hiicrelerin osteojenik farklilasmasinda BMP-2nin etkin
oldugu gorilmistir. BMP-6 yiikli kitosan doku iskeleleri ile yiiriitillen bir diger
calismada, MC3T3-E1 hiicrelerinin osteoblastik farklhilasmasi incelenmis ve BMP-

6’nin 6nemli bir role sahip oldugu sonucuna varilmistir (Akman vd. 2010).

2.6.1.1 Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

EGF, 53 amino asitten olusan ¢ distilfit bagina sahip bir oligopeptittir (Sekil 2.13).
Genellikle tiikiiriik bezlerinde bir arjinin esteraz ile kombine olmus durumda bulunur.
Dokularda EGF salim: sinir sistemi kontroliindedir. EGF’in embriyonik ve neonatan
asamada dislerin ¢ikmasi, gozlerin agilmasi ve deri olusumu gibi 6zelliklerinin
yanisira normal, o6zellikle de epitelyum hiicreler iizerinde pek ¢ok etki gosterdigi

bilinmektedir.
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Sekil 2.13 EGF molekiiliintin amino asit dizilimi.
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EGF’in memelilerde bilinen biyolojik aktivitelerinin bazilar1 sunlardur:

e Epidermis’in olusumunu, farklilasmasini arttirir ve keratinize olmasini saglar.

e Fetal pulmoner epitelyum dokusunun bilyiime ve olgunlasmasimi hizlandirir.

e Sindirim sistemi mukozasinda ornitin dekarboksilaz aktivitesini ve DNA sentezini
artturr.

e Korneal epitelyumda yara iyilesmesini, membran proteinlerin fosforilasyonunu
hizlandirr.

e Mezodermal ve ektodermal kokenli pek ¢ok hiicre tipi i¢in ¢ogaltici etkilere
sahiptir.

e Bazi karsinoma tipleri igin negatif biiyiime etkilerine sahiptir.

EGF, normal ve patolojik yaralarin iyilesme siirecinde etkin oldugu bilinen bir
biiyime faktoriidiir. Keratinosit hiicrelerin gogiinii hizlandirdigr ve fibroblastik
hiicrelerin fonksiyonlarmi arttirdigi bilinmektedir (Karakgili 2006, Hardwick 2008).
PCL ve PCL/J nanofibroz membranlar ile yiiriitiilen bir ¢alismada, EGF immobilize
edilen nanofiberler ilizerinde hiicre yayilmasmin arttigt ve EGF varliginin hiicre
cogalmasin1 hizlandirdigr goriilmiistiir. Sonu¢ olarak EGF iceren PCL/jelatin
nanofibr6z membranlarin deri doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in 6nemli bir

alternatif olusturacagi sonucuna varilmistir (T1gl1 vd. 2011).
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3. MATERYAL ve YONTEM

Bu boliimde sunulan tez kapsaminda gergeklestirilen deneysel calismalar ile ilgili
bilgi sunulmaktadir. Ilk béliimde; elektroegirme teknigi ile nanofibroz yapidaki
membranlarin hazirlanmasina yonelik cahsmalar aciklanmistir. ikinci  béliimde;
Magainin Il ile gergeklestirilen modifikasyon ¢alismalar1 ve modifikasyon oncesi ve
sonrasinda gergeklestirilen XPS, AFM ve SEM analizleri ile kantitatif tayine yonelik
olarak yapilan floresan spektroskopisi analizlerine yer verilmistir. Ugiincii béliimde;
biyoakif membranlarin elde edilmesi amaciyla EGF igeren membranlarin
hazirlanmasina yonelik yapilan ¢alismalar ve ¢ift tabakali membranlarin hazirlanmasi
icin yapilan ¢alismalar agiklanmistir. Son béliimde ise; membranlarin antimikrobiyal
ozelliklerinin ve hticre etkilesimlerinin arastirilmasi amaciyla yiiriitillmis olan bakteri
yapismasi, SEM ve konfokal analizleri ile hiicre yapismasi ve iiremesinin incelendigi

hiicre kiiltiir galismalari ile ilgili deneysel yontemler agiklanmustr.

3.1 Deneysel Cahsmalarda Kullanilan Malzemeler

Tez kapsaminda nanofibr6z membran eldesinde kullanilan poli(laktik-ko-glikolik
asit) (PLGA 85:15, MW: 50-75 kDa) ve jelatin (J) Sigma-Aldrich (Almanya)
firmasindan  temin  edilmistir.  Cozeltilerin -~ hazirlanmasinda  kullanilan
hekzafloroizopropanol Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmastr.
Membranlara antimikrobiyal 6zellik kazandirilmasi amaciyla kullanilan Magainin 11
(MW: 2.47 kDa) ve immobilizasyon islemlerinde kullanilan 1-etil-3-(3-dimetil
aminopropil)-karbodiimid (EDC) ile N-hidroksi suksinimid (NHS) Sigma-Aldrich

(Almanya) firmasindan temin edilmistir.

Fosfat tampon c¢ozeltisi (pH: 7.4) hazirlamada kullanilan tabletler, 2-(N-morfolino)
ethansiilfonik asit (MES) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir. Tez
caligmast kapsaminda biyoaktif nanofibr6z membranlarin hazirlanmasinda kullanilan
epidermal biiyiime faktori (EGF, MW: 6.04 kDa), TRIS tampon ¢ozelti tableti ve
sigir serum albimin (BSA, MW: 66 kDa) Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan

satin alinmagtir.
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Tez kapsaminda antibakteriyal aktivitenin incelenmesi ¢alismalarinda kullanilan
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) ve Escherichia coli (ATCC 25922) bakterileri
icin besi ortam1 olarak kullanilan Tryptic Soy Agar ve Tryptic Soy Broth Merck
(Almanya) firmasindan satin alinmistir. Bakteri yapismasinin konfokal mikroskobu
altinda gortintiilenmesinde Invitrogen (Almanya) BacLight Bacterial Viability Kit
kullanilmsstir.  Hiicre Kkiiltiir ¢alismalarinda kullanilan Dulbecco’s Modified Eagles
Medium (DMEM) ve fetal sigir serum (FBS) Sigma (Almanya) firmasindan temin
edilmistir. Hiicre tremesinin takibinde kullanilan 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
diphenyltetrazolium bromiir (MTT) Sigma (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Nanofibroz membranlarda hiicre yapismas: ve iiremesinin SEM analizi ile takibi
oncesinde hiicrelerin yiizeye fiksasyon islemi i¢in Merck (Almanya) firmasindan temin

edilen glutaraldehit (%25, v/v) kullanilmastir.

3.2 PLGA ve PLGA/J Nanofibroz Membranlarin Hazirlanmasi

Gergeklestirilen tez ¢alismas: kapsaminda kullanilan PLGA ve PLGA/J membranlar
elektroegirme teknigi kullanilarak hazirlanmistir.  Uygun ¢oziiciilerde ¢oziinen
polimerlerden elektroegirme ile nanofiber yapida membranlarin elde edilebilmesi igin
¢oziici tiird, derisim, uygulanan voltaj degeri, siringa-toplayict mesafesi ve akis hizi
parametreleri incelenmistir. Gelisigiizel yapida nanofiberlerden olusan membranlar
aliminyum folyo tizerinde toplanmis ve ¢oziiciiniin uzaklastiriimas: amaciyla 1 giin
siireyle oda kosullarinda bekletilmistir. incelenen sistem parametreleri cizelge 3.1°de

ozetlenmistir.
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Cizelge 3.1 PLGA ve PLGA/J nanofibroz membranlarin eldesi icin incelenen
sistem parametreleri

. e e Derisim Akis Hizi Voltaj Toplayic1 Mesafesi
Polimer | Coziicii (Wh) (ml sat) (kV)J P (cm)
10 8,9, 10, 11,
TFE I 04,05,08| 1,5 10, 15
20 0.8,1,15 | 10,15, 20 20, 25, 30
2 18, 20 10, 20
17 7
A 175 8.5
10 18 10, 15
20, 22.5, 25 20
6 17.5 8.5
8 275 35
2 18, 20 10, 20
17 7
175 8
12 4 18 10, 15
20, 22.5, 25 20
PLGA 6 175 85
8 275 35
HFIP 2 18, 20 10, 20
17 7
175 8
18 10, 15, 20
4 20 20
225 20, 35
15 25 20
275 30
5 175 8.5
17.5 8.5
275 35
8 225,275 35
12 225 35
15 (%13.5
PLGA/J | HFIP PLGA + 4 18 10
%1.5 J)
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3.3 PLGA ve PLGA/J Nanofibréz Membranlara Magainin 11 immobilizasyonu

Elektroegirme teknigi ile elde edilen PLGA ve PLGA/J membranlara Magainin 1l
(Mag I1) immobilizasyonu kimyasal yontemlerle gergeklestirilmistir. 70 mm ¢aph
cam Petrilere alinan membranlar éncelikle 10 mM EDC/NHS igeren 0.1 M MES
tampon c¢ozeltisinde (pH: 5.5) 5 saat siireyle karanhk ortamda bekletilmis ve
karboksilik asit gruplarinin aktivasyonu gergeklestirilmistir. Aktivasyon islemi
sonrasinda membranlar iki kez PBS (pH: 7.4) ¢ozeltisi ile yitkanmistir. Ardindan,
PBS icerisinde hazirlanan Mag 1l ¢ozeltisinde (0.025 mg ml™) 12 saat siireyle oda
sicakliginda bekletilerek immobilizasyon islemi gergeklestirilmistir. PBS ile yikama
isleminin ardindan membranlar oda kosullarinda kurutulmus ve desikatorde
saklanmistir (PLGA-Mag 11 ve PLGA/J-Mag I1).

3.4 PLGA ve PLGA/J Nanofibroz Membranlarnn Karakterizasyonu

Calisma kapsaminda hazirlanan PLGA, PLGA-Mag Il, PLGA/J, PLGA/J-Mag
II, membranlarin karakterizasyon c¢alismalar1 asagida aciklanan yontemler

kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.4.1 Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflactance (FTIR-ATR)
spektroskopisi

Elektroegirme teknigiyle hazirlanan PLGA ve PLGA/J membranlarin yiizey
kimyasal bilesenlerinin analiz edilmesi amaciyla, yiizey infrared spektrumlari FTIR-
ATR spektrofotometresi (ATR-FTIR, Thermo Scientific Nicolet iS10) ile
incelenmistir. Spektrumlar 4 cm™ ¢oziiniirliikte, 800-4000 cm™ dalga sayisi araliginda

kaydedilmistir.
3.4.2 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) analizi

Cizelge 3.1’de belirtildigi sekilde farkli sistem parametrelerine goére yapilan
calismalar sonucunda elde edilen nanofiber yapidaki membranlarin fiziksel 6zellikleri
Taramal: Elektron Mikroskobu (SEM, FEI Quanta 200 FEG, USA) ile analiz

edilmistir. Nanoyapidaki fiberlerden olusan membranlarin fiziksel yapisinin (cap)
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incelenmesi amaciyla yapilan analizlerde o6rneklerin yiizeyi altin-palladyum ile
kaplandiktan sonra SEM gorintiileri alinmigtir. SEM gorintiilerinden elde edilen
sonuglar dogrultusunda PLGA ve PLGA/J membranlarin {iretim kosullar
belirlenmistir. PLGA ve PLGA/J membranlar Mag Il immobilizasyonu sonrasinda da
SEM ile analiz edilmis ve modifikasyon islemlerinin fiber morfolojisi iizerine olan

etkileri incelenmistir.
3.4.3 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) analizi

Tez kapsaminda hazirlanan membranlar1 olusturan fiberlerin detayli morfolojik
karakterizasyonu amaciyla Mag Il modifikasyonu oncesi ve sonrasinda AFM
analizleri yapilmistir (AFM, Vecoo MultiMode V). Yiizey goriintiileri silikon
kantilever kullamlarak non-contact (temazsiz) kosullarinda alinmistir. Olgiimler 5
um?® ve 500 nm?lik karesel bolgelerde gerceklestirilmistir. Yiizeylerin ortalama
purizlilik degerleri (Ra), cihazda bulunan standart programlar kullanilarak segilen
500x500 nm?®lik alanlarda hesaplanmisti. Mag Il immobilizasyonu sonrasinda
nanofiber yapi iizerinde olusan faz farki 500x500 nm?’lik karesel bolgeden elde edilen

goriintiiler kullanilarak incelenmistir.
3.4.4 X-1smlan Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) analizi

Nanofibroz membranlarin yiizey atomik bilesimi XPS (Versa Probe, PHI 5000)
analizi ile kantitatif ve kalitatif olarak tayin edilmistir. Analiz Al monokromatik anot
kullanilarak yapilmustir. Yiizeylere elektron ¢arpma agis1 45° olarak belirlenmistir. Bu
aciyla yapilan analizde 6rnek derinligi 0-10 nm araligindadir. Genis spektrumlarin
elde edilebilmesi icin elektron gecis enerjisi 187.5 eV’dir. Ornegin bulundugu

hiicrenin vakumu analiz sirasinda 10 mbar degerinin altinda tutulmustur.
3.4.5 Yiizeye immobilize olan Magainin Il miktarinin tayini

Tez calismast kapsaminda hazirlanan PLGA nanofibroz membranlarin yiizeyine
immobilize olan Mag Il miktar1 floresan spektroskopisinde (Varian Carry,

Avustralya) peptidin fenil alanin uglarindan izlenerek tayin edilmistir. Uyariima
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(Ayy) ve emisyon (Ay,) dalga boylarmi belirlemek amaciyla pH=7.4°de PBS tamponu
ile Mag Il stok ¢o6zeltisi hazirlanmistir. Kuartz kiivetlere aktarilan Mag Il ¢ozeltisinin
uyariima dalga boyu 260 nm’de sabit tutularak emisyon spektrumu 270 - 350 nm
araliginda taranmistir. Tarama sonucu Mag Il igin maksimum emisyon dalga boyu 290
nm olarak bulunmustur. Emisyon dalga boyu 290 nm’de sabit tutularak, uyariima
dalga boyu igin 220 - 350 nm arasinda maksimum dalga boyu taramasi yapilmis ve bu
deger 260 nm olarak gozlenmistir. Immobilizasyon islemi sonrasinda membran
tizerinden ahinan ¢ozeltinin floresan siddeti 6lgiilerek yiizeye immobilize olan miktar
indirekt olarak hesaplanmistir. Floresan siddetinin Mag Il miktar1 ile orantili olan
degisimini belirlemek amaciyla bilinen derisimlerde hazirlanan Mag Il ¢ozeltileri

kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
3.5 EGF iceren PLGA Nanofibréz Membranlarin Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda biyoaktif tabakay: olusturmak tizere hazirlanan ve EGF igeren
PLGA ve PLGA/J membranlarin iretiminde elektroegirme teknigi kullanilmistir.
HFIP icerisinde hazirlanan polimer c¢ozeltilerine belirlenen miktarda EGF igeren
Tris tampon ¢ozeltisi (pH: 6.0) eklenerek karistirilmistir. Elektroegirme ile biyoaktif
ajan iceren nanofibréz yapida membranlarin elde edilebilmesi icin polimer derisimi,
EGF ¢ozeltisi miktari, uygulanan voltaj degeri, siringa-toplayict mesafesi ve akis hizi
parametreleri incelenmistir. Gelisigiizel yapida nanofiberlerden olusan membranlar
aliminyum folyo tizerinde toplanmis ve ¢oziiciintin uzaklastirilmas: amaciyla 1 giin
siireyle oda kosullarinda bekletilmistir. Incelenen sistem parametreleri cizelge 3.2°de

ozetlenmistir.
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Cizelge 3.2 PLGA-EGF ve PLGA/J-EGF nanofibr6z membranlarin eldesi igin

incelenen sistem parametreleri

. EGF igeren . Toplayici
. Derisim ... | Akis Hiza Voltaj 3
Polimer (%WS/V) *TRIS Cozeltisi (mlssa'l) (KV) Uzaklig:
(ul) (cm)
1,2,3 35 |17, 18, 19, 20, |___10
4,45 21, 22 15
16.6 150 o | 19,2021, 15
: 22,23 20
1,2,3,35 | 18 19,20, 10
4,45 21,22 15
18.3 150 555 19, 20, 21, 15
22,23 20
2,3,35,4,| 18,19, 20, 10
45 21,22 15
PLGA 150 5.55 | 19 20 21, 15
19.6 22,23 20
15 3,354 | 19,2021 15
5 19,20, 21,22 | 15
100 35 4 19,20, 21 15
15 (%135
PLGA/J | PLGA + 100 4 18 10
%1.5 J)

* 960.1 BSA icermektedir.

3.6 EGF i¢eren Nanofibréz Membranlarnn Karakterizasyonu

Tez ¢alismasi

kapsaminda hazirlanan ve EGF

iceren biyoaktif nanofibroz

membranlarin karakterizasyon g¢alismalar1 asagida agiklanan yontemler kullanilarak

gerceklestirilmistir.

3.6.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) analizi

EGF iceren PLGA ve PLGA/J biyoaktif membranlarin morfolojik yapilarinin

tayini  amaciyla yapilan SEM

gergeklestirilmistir.
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3.6.2 Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) analizi

PLGA-EGF nanofibr6z membranlarda yapiya katilan EGF molekiillerini tayin etmek
amaciyla TEM (FEI Tecnai G? Spirit BioTwin CTEM Mikroskop) analizleri
gerceklestirilmistir. EGF igeren PLGA nanofiberler analiz 6ncesi grid tabakalar

tizerinde toplanmistir.
3.6.3 Floresan Mikroskobu Analizi

Biyoaktif PLGA-EGF nanofibroz membranlar floresan mikroskobu (Olympus, 1X71)
altinda incelenmistir. Floresan mikroskobundan alinan gériintiilerin degerlendirilmesi
amaciyla EGF igermeyen PLGA nanofibroz membranlardan elde edilen goriintiiler

kontrol olarak kullaniimistir.

3.7 Cift Tabakah Antimikrobiyal Biyoaktif Nanofibréz Membranlarnn
Hazirlanmasi

PLGA ve PLGA/J membranlara Magainin Il immobilizasyonu ile elde edilen
antimikrobiyal aktiviteye sahip ilk tabakanin hazirlanmasinin ardindan, EGF igeren
PLGA veya PLGA/J nanofiberler, biyoaktif o6zellik gosterecek ikinci tabakay:
olusturmak {izere antimikrobiyal tabakanin iizerinde -elektroegirme teknigiyle
toplanmustir.  Cift tabakali membranlarin elektroegirme ile tretimi sekil 3.1°de

verilmistir.
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- mfimobilize Magainin II

\
EGF igeren PLGA veya
PLGA/ cozclns: {
g / k A

pompa /7

B
+ w
Yuksek volta) antibaktenyal tabakay:

- olusturan PLGA veya
1 PLGA/] nanofibréz membran

|

Sekil 3.1 Cift tabakali antimikrobiyal biyoaktif nanofibroz membranlarin

elektroegirme teknigi ile tiretimi
3.7.1 Cift Tabakah Nanofibroz Membranlardan EGF Saliminin incelenmesi

Sekil 3.1°de agiklanan sekilde iretilen ¢ift tabakali membranlardan EGF
sahminin  takibi Enzim-bagli immiinoenzimatik analiz yontemiyle (ELIZA)
gerceklestirilmistir. 1.5 cm capindaki ¢ift tabakali membranlar 37°C’de PBS
igerisinde 100 rpm calkalama hizinda salim ortamina alinmigtir. Belirlenen zaman
araliklarinda salim ortamindan ahinan érnekler -20°C’de dondurularak saklanmistur.
ELIZA analizi sonunda kiimilatif EGF salim miktar1 zamana karsi grafige

gegirilmistir.
3.8 Su Temas Acis1 Tayini

PLGA, PLGA-Mag Il, PLGA-EGF, PLGA/J, PLGA/J-Mag Il ve PLGA/J-EGF
membranlarin islatilabilirlik 6zellikleri su temas agisi ile tayin edilmistir. Temas agisi
Olcimleri  Kruss DSA 100 (Almanya) ganyometre sistemi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Yapisik damla yontemi ile dlgiilen su temas agis1 degerleri Kruss

DSA 100 yazilimi kullanilarak hesaplanmstir.

39



3.9 Denge Su Icerigi Tayini

PLGA-Mag II+PLGA-EGF ve PLGA/J-Mag I1+PLGA/J-EGF membranlarin su tutma
kapasitesini belirlemek amaciyla sisme deneyleriyle gergeklestirilmistir. Kuru
agirliklart belirlenen (Wp) nanofibroz membranlar 37°C'de 3 ml PBS (pH 7.4)
icerisine almmistir. Ornekler belirli zaman araliklarinda (0.5, 1, 3, 6, 24, 48 saat)
ortamdan uzaklastirilarak agirliklar1 belirlenmistir (W) Orneklerin su tutma orani
Esitlik 3.1 kullanilarak kuru temelde hesaplanmistir. Caligmalar ii¢ paralel 6rnek ile

yiirtitilmustiir.

Ws — Wy
% Su Tutma = T* 100 (3.1)
0

Hesaplanan su tutma degerleri + standart sapma degerleriyle verilmistir.
3.10 Antimikrobiyal Aktivitenin incelenmesi

Antimikrobiyal aktivitenin incelendigi calismalar asagida belirtilmis olan ¢ farkh

gruptaki nanofibr6z membranlar kullanilarak gergeklestirilmistir.

I. Grup: Magainin Il ve EGF igermeyen PLGA ve PLGA/J membranlar (kontrol
grubu)

Il. Grup: Magainin Il immobilize edilerek antimikrobiyal 6zelik kazandirilmis EGF
icermeyen membranlar: PLGA-Mag Il ve PLGA/J-Mag 11

I11. Grup: EGF iceren PLGA ve PLGA/J nanofiberlerden olusan biyoaktif tabakanin
Magainin Il immobilize edilmis olan ilk tabaka ile birlesiminden olusan ¢ift
tabakali antimikrobiyal biyoaktif membranlar : PLGA-Mag I1+PLGA-EGF ve
PLGA/J-Mag I1+PLGA/J-EGF

Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi Gram-pozitif S. aureus (ATCC 6538) ve
Gram-negatif E. coli (ATCC 25922) bakteri suslar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.
S. aureus ve E. coli bakteri suslart Tryptic Soy Broth besi ortaminda inkiibatérde

37°C’de Kkiiltire edilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi amaciyla
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gerceklestirilen ¢alismalar laminer akis kabin (Berner B Max-Pro, Almanya)

igerisinde yiritilmiistir.

3.10.1 Nanofibroz membranlara bakteri yapismasmin koloni sayim ile
incelenmesi

Bolim 3.10°da agiklanan sekilde gruplanan nanofibroz membranlar 30 dakika siire ile
UV altinda sterilizasyon islemine tabi tutulmus ve daha onceden %70 etanol
igerisinde bekletilerek steril edilmis teflon kaliplar igerisinde 24 gozli Petri kaplarina
yerlestirilmistir. Bir gece siireyle besi ortaminda tiretilmis olan bakteri suslar
santrifiij tiiplerine alinarak 3000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmistir. Steril PBS ile
seyreltilen bakterilerin UV absorbansi 6l¢iilmis ve 600 nm dalga boyunda
absorbans1 1.0 olacak sekilde ayarlanmistir (10° CFU mlI™). Elde edilen bakteri
siispansiyonu PBS ile 100 kat seyreltilmis (10’ CFU ml™?) ve 24 gozlii Petri
kaplarinda bulunan her bir 6rnek iizerine 1 ml eklenerek 37°C’de calkalamal:
inkiibatérde 30 rpm’de 4 saat siire ile inkiibe edilmistir. Bu siire sonunda ornekler iki
kez steril PBS ile yikkanmis ardindan 1 ml PBS igerisinde 3 dakika siire ile
sonikasyon islemine (Elmasonic S 70 H, 37 kHz, Almanya) tabi tutulmustur. Bu
islem sonunda yiizeye tutunmus olan bakterilerin yiizeyden koparilmasi saglanmis
ve elde edilen bakteri siispansiyonu 10, 100 ve 1000 kat seyreltilmistir. Her bir
seyreltilmis ornekten 0.1 ml ahnarak agar ortamina aktarilmis ve 37°C’de 24 saat

inkiibasyonun ardindan bakteri kolonilerinin sayim: gergeklestirilmistir.

3.10.2 Antimikrobiyal aktivitenin Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile
analizi

Bolim 3.10.1°de agiklanan sekilde nanofibr6z membran gruplari tizerinde inkiibe
edilen bakterilerin SEM analizi o6ncesinde yiizeye fiksasyon islemleri
gerceklestirilmistir. SEM analizi 4 saat ve 24 saatlik inkiibasyonlar sonrasinda
gerceklestirilmistir. 24 saatlik bakteri yapismasinin incelendigi ¢alismalarda ise,
bakteri siispansiyonu Tryptic Soy Broth igerisinde hazirlanmis ve 24 gozli petri
kaplarinda her bir 6rnek iizerine 1 ml eklenerek 37°C’de ¢alkalamal: inkiibatorde 30
rpm’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir. Belirlenen inkiibasyon siireleri sonrasinda

membranlar PBS ile yikanmis ve % 2.5°lik (v/v) glutaraldehit (Sigma, Almanya)
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cozeltisinde 4°C’da 2 saat siireyle fiksasyon islemine tabi tutulmustur. Membranlar
PBS ile gergeklestirilen yikamanin ardindan bir kez deionize su ile yikanmis ve
dondurarak kurutma cihazinda 1 giin boyunca kurutulmustur. Fiksasyon isleminin

ardindan membranlar boliim 3.4.2°de agiklanan sekilde SEM altinda goriintiillenmistir.
3.10.3 Antimikrobiyal aktivitenin Konfokal Mikroskobu ile analizi

Boliim 3.10.1°de agiklanan sekilde nanofibr6z membran gruplari {izerinde inkiibe
edilen bakterilerin konfokal mikroskobunda goriintiillenmesi amaciyla BacLight
Bacterial Viability Kit (ABD) kullanilmistir. Kit igeriginde bulunan Syto 9 ve
propidyum iyodiir (Pl) boyama isleminde kullanilmak tizere fizyolojik ¢ozelti (% 0.9
NaCl igeren saf su, w/v) igerisinde sirasiyla 4000 ve 3000 kat seyreltilmis ardindan
1:1 (v/v) oraninda karistirilarak floresan boyama ¢ozeltisi hazirlanmistir. Nanofibroz
membranlara tutunan bakterilerin boyama islemi 4 saatlik inkiibasyon sonunda
gergeklestirilmistir. Bakteriler ile inkiibasyonun ardindan nanofibr6z membranlar iki
kez fizyolojik ¢ozelti ile yikanmis ve hazirlanan boya ¢ozeltisinden her bir membran
tizerine 300 pl eklenerek 15 dakika karanhik ortamda bekletilmistir. Bu islemin
ardindan membranlar {i¢ kez beser dakika siireyle fizyolojik ¢ozelti ile yikanmis ve
fazla boyanin uzaklastirilmasi saglanmistir. Lamel arasina sikistirilan membranlar

bekletilmeden konfokal mikroskobu altinda goriintiilenmistir.
3.11 L929 Fare Fibroblastlar ile Hiicresel Aktivitenin incelenmesi

Hiicresel aktivitenin incelendigi ¢ahismalar bolim 3.11°de agiklanan gruplar
nanofibroz membranlar ile Hacettepe Universitesi Kimya Miihendisligi Béliimii’nde
bulunan Prof. Dr. Menemse Giuimiisderelioglu’na ait Hiicre ve Doku Kiiltiiri

Laboratuvarinda yiritialmistiir.

L929 fare fibroblast hiicreleri %10 (v/v) FBS ve %1 penisilin iceren DMEM
ortaminda kiiltiire edilmistir. Calismada kullanilan nanofibroz membranlar UV altinda
steril edildikten sonra parafilm kaplanmis 24 gozlii Petri kaplarina yerlestirilmistir.
Her bir géze hiicre yogunlugu 5x10% hiicre ml™ olan hiicre siispansiyonundan 1’er

ml eklenmistir. Inkiibasyon islemleri 37°C’de, %95 nem, %5 CO, ve %95 hava
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igerigine sahip CO; inkiibatoriinde (Heraus Instruments,Almanya) gergeklestirilmistir.
Steril ortam gerektiren tiim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type I, italya)

yiratilmastir.

Membranlar tizerindeki hiicresel aktivitenin belirlenmesine yonelik galismalar, hiicre
yapismasi, hiicre tremesi ve hiicrelerin morfolojilerinin tayini amaciyla SEM
altinda gériintiileme olmak {izere iki grupta yiiriitiilmiistiir. ilk olarak, nanofibroz
membranlar tizerindeki erken donem membran-hiicre etkilesmesinin incelenmesi
amaciyla, 4 saatlik inkiibasyon sonunda yiizeye tutunan hiicre miktar1 belirlenmistir.
Membranlar iizerinden alinan hiicre siispansiyonundaki hiicre sayis1 hemositometrik
sayim yontemiyle tayin edilmis ve baslangi¢ hiicre miktarina gore yiizde (%) tutunma
degerleri Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmastir.

Ho

% hiicre tutunmasi = * 100 3.2)

Ayrica 4 saatlik yapisma sonunda yiizeye tutunan hiicreler %2.5°lik (v/v)
glutaraldehit ile 30 dakika oda sicakhiginda fiksasyon islemine tabi tutulmustur. PBS
ve distile su ile yapilan yikamanin ardindan liyafilizatérde dondurularak kurutulan
ornekler altin-palladyum ile kaplanarak SEM altinda gortintiilenmistir. Nanofibroz
membranlar izerindeki hiicre canliligr ve tGremesi MTT testi ile belirlenmistir. Bu
analizde canl hiicrelerin mitokondrisi MTT bilesenini indirgeyerek formazan
kristallerine doniistiirmektedir. Olusan bu kristallerin ¢oziinmesi ile ortaya mor renkli
bir ¢ozelti ¢ikmakta ve bu ¢ozeltinin absorbans degeri 6lgiilerek iiremesini devam
ettiren canli hiicre miktar1 kantitatif olarak tayin edilmektedir. 1, 3 ve 5. giinlerin
sonunda, kiiltiir ortam1 uzaklastirilmis ve her bir 6rnege 60 ul MTT ¢ozeltisi ve 600
pl serumsuz Kkiiltiir ortami eklenerek 37°C’de 3 saat inkiibe edilmistir. Bu siire
sonunda membranlar tzerindeki ortam uzaklastinlmistir. Formazan kristallerini
¢ozmek amaciyla her bir goze 400 ul 0.04 M HCI igeren izopropanol ¢ozeltisi
eklenmistir. Optik yogunluk 200 pl stipernatant alinarak, 690 nm referans olmak
tizere 540 nm’de mikroplate okuyucu (Asys UVM 340) ile spektrofotometrik olarak

ol¢tilmiistir.
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Hiicrelerin nanofibréz membranlar tizerindeki morfolojilerinin, yapisma ve yayilma
egilimlerinin belirlenmesi i¢in 2. giin sonunda SEM analizi yapilmistir. %2.5°lik
(v/v) glutaraldehit ile 30 dakika oda sicakliginda fiksasyon islemine tabi tutulan
hiicreler PBS ve distile su ile yapilan yikamanin ardindan liyafilizatérde dondurularak

kurutulmus ve SEM analizi 6ncesi altin-palladyum ile kaplanmastir.

L929 fare fibroblast hiicrelerin nanofibr6z membranlar iizerindeki aktin filament
yapis1 floresan mikroskobu altinda incelenmistir. 2. giin sonunda Kiiltiir ortami
uzaklastirilmis ve hiicreler %2.5°lik (v/v) glutaraldehit ile 30 dakika oda sicakliginda
fiksasyon islemine tabi tutulmustur. Hiicre gegirgenligini arttirmak amaciyla % 0.1
Triton-X (w/v) ile 5 dakika siireyle muamele edilmistir. Ardindan F-aktin boyamasi
icin Alexa Fluor 488 Phalloidin (Invitrogen) iginde 20 dakika siireyle karanlikta
bekletilmistir. %0.1'lik (w/v) BSA ¢ozeltisi ile yikama iglemi yapilarak baglanmayan
boya uzaklasgtirilmistir. Sonrasinda hiicre ¢ekirdeginin  boyanmas: amaciyla
propidyum iyodiir (Pl) igerisinde bekletilmistir. %0.1'lik (w/v) BSA ¢ozeltisi ile

yikama isleminin ardindan floresan mikroskobu altinda gozlemlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu boliimde oncelikle sunulan tez calismasi kapsaminda hazirlanan ¢ift tabakali
membralarin ilk tabakasini olusturan PLGA ve PLGA/J membranlarin hazirlanmasi
ve bu membranlara antimikrobiyal 6zelik kazandirilmasi ile ilgili deneysel
calismalarin sonuglart sunulmustur. Ikinci béliimde c¢ift tabakali membranin ikinci
tabakasi olan EGF iceren PLGA ya da PLGA/J membranlarin hazirlanmasi ve bu
membranlarin karakterizasyon caligmalar1 verilmistir. Son olarak elde edilen ¢ift
tabakali membranlarin in vitro ortamda gergeklestirilen antimikrobiyal aktivite ve
hiicre kiltiirii ile ilgili deneysel caligmalarin sonuglari sunulmus ve elde edilen

bulgular tizerinde tartismalar yapilmistir.
4.1 PLGA ve PLGA/J Nanofibréoz Membranlarin Hazirlanmasi

PLGA nanofibroz membranlarin elektroegirme teknigi ile hazirlanmasi ¢aligmalarinda
cizelge 3.1’de belirtilen sekilde farkli derisimlerde PLGA ¢ozeltileri kullaniimis,
akis hizi, voltaj ve toplayict mesafesinin gelisigiizel yapida fiber olusumu tizerine

olan etkileri incelenmistir.

PLGA nanofiberlerin eldesi igin oncelikle %10’luk (w/v) PLGA c¢ozeltisi TFE
icerisinde  hazirlanmis  ve ¢izelge 3.1°de belirtilen kosullarda ¢alismalar
gerceklestirilmistir. %10 polimer derisiminde belirlenen kosullarda fiber olusumu
gozlenmemistir. Polimer derisimi %15 (w/v) degerine ¢ikarildiginda, 0.4 ml sa™ akis
hizinda 8kV voltaj degerinde 10 cm toplayict mesafesinde yapilan ¢alismalarda elde
edilen nanofiber yapilarda sarmal yapilarin ve boncuk olusumunun fazla oldugu
gozlenmistir. Uygulanan voltaj degeri ve toplayici mesafesi arttirildiginda sarmal
yapilarda ve boncuk olusumunda azalma gozlenmemistir. Akis hizi 0.6 ml sa™
degerine c¢ikanldiginda 8-13 kV voltaj degeri araliginda ve 10-15 cm toplayici
uzakhginda yapilan ¢ahismalarda sarmal yapilar ve boncuk olusumu
engellenememistir. Polimer derisimi %20 (w/v) degerine ¢ikarildiginda boncuklanma
ve sarmalanmanin devam ettigi ve elde edilen fiber kalinliklarinin arttigi gézlenmistir.
Elde edilen bu sonuglar dogrultusunda kullanilan TFE ¢oziiciisiiniin uygun olmadig:

disiinilerek, ¢alismalara HFIP ¢oziiciisii ile devam edilmesine karar verilmistir.
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HFIP igerisinde %10 (w/v) PLGA derisimi ile yiiriitiilen caligmalarda, sirasiyla 2, 4, 6
ve 8 ml sat akis hizi degerlerinde calismalar yapilmustir. 2 ml sa® akis hizinda
gerceklestirilen ¢alismalarda, uygulanan voltaj degeri 18 kV ile 20 kV olarak
degistirilmistir. Her bir voltaj degeri i¢in toplayici mesafesi 10 cm ile 20 cm olarak
belirlenmistir. Elde edilen nanofiberlerde boncuklanma ve sarmal yapilarin yanisira
fiber yapilarda kopmalar oldugu gozlenmistir. Toplayici mesafesinin ve voltajin
degistirilmesinin nanofiber yapilarin diizgiin bir sekilde elde edilmesinde olumlu bir
etkisi olmamistir. Bu sonuglar dogrultusunda akis hizinin arttirilmasina karar
verilmistir. 4 ml sa™ akis hizinda 17 kV ile 20 kV voltaj araliginda, 7 cm ile 20 cm
araliginda gerceklestirilen elektroegirme islemleri sonunda elde edilen nanofiber
yapilarda hem sarmalanmanin hem de boncuk olusumunun azaldigi gorilmistiir. 4
ml sa’ akis hizinda yapilan ¢alismalarda uygulanan voltajn 20 kV degerinin
tizerinde oldugu durumlarda sarmal yapilarin g¢ogaldigi gozlenmistir. Akis hizi
sirastyla 6 ml sa™® ve 8 ml sa™* degerine ¢ikarildiginda ise, boncuk olusumu tamamen
onlenemezken, fiber caplarinin kahnlastigi goriilmistir. Elde edilen bu sonuglar
dogrultusunda, %210 polimer derisiminde istenilen 6zellikte fiber tiretimi igcin optimum
kosullarin saglanamayacag1 diisiiniilmiis ve polimer derisiminin arttirilmasina karar
verilmistir. %12 (w/v) PLGA derisiminde, 2 ml sa* akis hizinda gerceklestirilen
caligmalarda boncuk olusumunda azalma gozlenirken sarmal yapilarin korundugu
gorilmiistir. Akis hizi 4 ml sa™ degerine ¢ikarilmis, uygulanan voltaj degeri 17 kV ile
25 kV aralhiginda, toplayici mesafesi ise 7 cm ile 20 cm araliginda degistirilmistir.
Tim ¢alisma kosullarinda elde edilen nanofiber 6zelliklerinde, %10 PLGA derisimine
kiyasla azalan oranda sarmalanma ve boncuk olusumu gézlenmistir. Elde edilen bu

sonuglar dogrultusunda polimer derisiminin arttirilmasina karar verilmistir.

HFIP igerisinde %15 (w/v) derisimde hazirlanan PLGA c¢ozeltisi ile yiiritiilen
elektroegirme tekniginde akis hizi 2 ml sa™ ile 12 ml sa™ araliginda degistirilmistir.
2ml sa akis hizinda yiiriitiilen cahsmalarda, sarmalanmanin ve boncuk olugumunun
onemli 6l¢iide azaldigi gorilmastiir. Akis hizi 4 ml sat degerine ¢ikarilldiginda, 20 kV
degerinin tizerindeki voltaj degerlerinde sarmal yapilarin arttigi1 gortiliirken, uygulanan
voltajin artmasi ile yapida kopmalar meydana geldigi ve fiber gaplarinin kalhinlastig
gozlenmistir. 20 kV iizerindeki voltaj degerlerinin 4 ml sa® akis hizi i¢in uygun
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olmadigi sonucuna varilmistir. Uygulanan voltaj degeri 20 kV’a distirildigiinde ve
toplayict mesafesi 20 cm oldugunda sarmalanmanin azaldigi fakat boncuk
olusumunun engellenemedigi goriilmiistir. 4ml sa® akis hizinda 18 KV voltaj
degerinde yapilan calismalarda toplayici mesafesi 10 cm ile 20 cm araliginda
degistirilmistir. Toplayict mesafesi azaldik¢a sarmal yapilarin azaldigi gozlenmistir. 4
ml sa™ akis hizinda 18 kV voltaj degerinde ve 10 cm toplayict mesafesinde yapilan
calismalarda, elde edilen nanofiberlerde boncuk olusumuna rastlanmamis sarmal
yapilarin ise minimum diizeyde oldugu gozlenmistir. Uygulanan voltaj degeri ve
toplayict mesafesi diisiiriildiigiinde ise sarmal yapi gézlenmezken, boncuk olusumu
artmistir. Akis hizi arttirllarak yapilan galismalarda ise istenilen fiber yapisi elde

edilememis, fiber ¢aplarinda artis gozlenmistir.

Bu sonuglar dogrultusunda PLGA nanofibroz membranlarin elektroegirme teknigi ile
elde edilmesi i¢in en uygun kosullarin 4 ml sa™ akis hizi, 18 kV voltaj ve 10 cm
toplayict mesafesi olduguna karar verilmistir. Bu kosullarda elde edilen PLGA
membranlara ait SEM gortntileri sekil 4.1°de verilmistir. Membranlar1 olusturan
fiberlerin cap dagilimi JmicroVision (isvicre) programi yardimiyla hesaplanmis ve
ortalama 71545 nm olarak bulunmustur. Elektroegirme teknigi ile elde edilen
membranlarin kalinligi 50+10 pm olarak ol¢iilmiistiir.

Sekil 4.1 PLGA nanofibr6z membranlara ait SEM goriintileri

(%15 PLGA, 4ml sa™* akis hazi, 18 kV voltaj, 10 cm toplayier uzakhgi) a. x1000, b. x5000, ortalama
cap: 715+45 nm
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PLGA/J (9:1) membranlarin elde edilmesine yonelik yapilan ¢alismalarda, cizelge
3.1°de de belirtildigi sekilde PLGA nanofibr6z membranlarin iiretim kosullarina
benzer olarak, 4 ml sa™® akis hizinda, 18 kV voltaj degerinde ve 10 cm toplayic
mesafesinde elektroegirme islemi gergeklestirilmistir. Bu kosullarda elde edilen
PLGA/J membranlara ait SEM goriintiileri sekil 4.2°de verilmistir. Membranlardaki
fiber ¢ap dagilhimi JmicroVision (Isvigre) programi yardimiyla hesaplanmis  ve
ortalama 625+225 nm olarak bulunmustur. Elektroegirme teknigi ile elde edilen

membranlarin kalinhg: 505 um olarak olgtilmiuistiir.

Sekil 4.2 PLGA/J nanofibréz membranlara ait SEM goriintiileri

(%15 PLGA/, 4ml sa™ akis hizs, 18 kV voltaj, 10 cm toplayier uzakhgr) a. x1000, b. x5000,
ortalama gap: 625+225 nm

4.2 PLGA ve PLGA/J Nanofibréz Membranlara Mag Il immobilizasyonu

Bolim 4.1°de agiklanan sonuglar dogrultusunda elektroegirme kosullar1 belirlenen
PLGA ve PLGA/J membranlara Magainin Il immobilizasyonu bolim 3.3°de
aciklanan sekilde EDC/NHS aktivasyonu ile gergeklestirilmistir. EDC/NHS
aktivasyonu yiizeyinde karboksilik asit gruplar1 bulunan biyomalzemelere biyoaktif
molekiil immobilizasyonunda siklikla kullanilan bir yontemdir (Wang vd. 2003, Nie
vd. 2009). immobilizasyon isleminin ilk basamaginda membranlar EDC/NHS ile
isleme sokulmus ve PLGA yapisinda bulunan karboksil gruplarinin aktiflestirilmesi
saglanmigtir. EDC/NHS, PLGA yapisinda bulunan karboksil gruplar: ile reaksiyona
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girerek aktif ve amin gruplarina karsi reaktif olan NHS ester ara molekiiliinii
olusturmaktadir. Immobilizasyon isleminin ikinci basamaginda, Mag Il yapisinda
bulunan amin gruplar1 (N-terminal amino asit) reaktif ester gruplari ile reaksiyona
girmekte ve peptid molekillerinin membran yiizeye kovalent immobilizasyonu

gerceklesmektedir.
4.3 PLGA ve PLGA/J Nanofibroz Membranlarin Karakterizasyonu

Karakterizasyon galismalar1 PLGA, PLGA/J membranlar ile Mag Il immobilizasyonu
gerceklestirilmis olan PLGA-Mag Il ve PLGA/J-Mag Il membranlar ile
yiritilmistir.

4.3.1 FTIR-ATR analizi

Tez kapsaminda hazirlanmis olan PLGA ve PLGA/J membranlarin yiizeyinde
bulunan gruplarin ve jelatin eklenmesiyle yapida meydana gelen degisikliklerin
belirlenmesi amaciyla FTIR-ATR analizleri yapilmistir. Calismada kullanilan PLGA
nanofibroz membrana ait FTIR-ATR spektrumu Sekil 4.3’de verilmistir. Mag Il
immobilizasyonu  oncesi  alinan  spektruma ait veriler ¢izelge 4.1°de

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.3 PLGA nanofibr6z membrana ait FTIR-ATR spektrumu
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Cizelge 4.1 PLGA nanofibroz membrana ait FTIR-ATR spektrum verileri ve
degerlendirilmesi

Dalga sayis1 (cm™) Aciklama

1748 s -C=0 gerilmesi (ester)
1452 m C-H gerilmesi

1182s -C-O-C asimetrik gerilmesi
1128 w C-O (ester)

1048 w C-CH3 gerilmesi

s: siddetli, m: orta, w: zayif

Jelatinin PLGA yapisina eklenmesiyle elde edilen PLGA/J nanofibroz membrana ait
FTIR-ATR spektrumu sekil 4.4de verilmistir.
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Sekil 4.4 PLGA/J nanofibroz membrana ait FTIR-ATR spektrumu.

Jelatin yapisinda bulunan Amid I ve Amid 1l bandlarina ait pikler sirasiyla 1649 cm™
ve 1542 cm™ dalga sayisinda goriilmektedir. Spektruma ait veriler gizelge 4.2°de

ozetlenmistir.
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Cizelge 4.2 PLGA/J nanofibroz membrana ait FTIR-ATR spektrum verileri ve
degerlendirilmesi

Dalga sayis1 (cm™) Aciklama

1748 s -C=0 gerilmesi (ester)

1649 m C-O gerilme titresimi (jelatin)
1542 m N-H egilmesi (-NH, grubu, jelatin)
1452 m C-H gerilmesi

1182 s -C-O-C asimetrik gerilmesi

1128 w C-O (ester)

1048 w C-CHj; gerilmesi

s: siddetli, m: orta, w: zayif
PLGA/J membrana ait FTIR-ATR spektrumundan elde edilen veriler jelatinin PLGA
yapisina katildigini gostermektedir.

4.3.2 X-ismlar1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) Analizi

Tez kapsaminda hazirlanan PLGA, PLGA/J ve PLGA-Mag Il ve PLGA/J-Mag I
nanofibroz membranlarin yiizey atomik bilesimlerini belirlemek amaciyla bolim
3.4.4de aciklandigi sekilde XPS analizleri gerceklestirilmistir. Analizlerden elde

edilen spektrumlar sekil 4.5°de verilmistir.
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Sekil 4.5 Mag Il immobilizasyonu o6ncesi ve sonrasinda nanofibroz membranlara
ait XPS spektrumlar:

a. PLGA, b. PLGA-Mag II, c. PLGA/), d. PLGA/J-Mag Il

Sekil 4.5 a’da goriilen PLGA membrana ait spektrumda 285 eV ve 532 eV baglanma
enerjisindeki (BE) pikler sirasiyla Cls ve O1l1s atomlarina ait piklerdir.
Spektrumdan elde edilen veriler degerlendirilerek yiizey atomik bilesimi %60.1 C1s
ve %39.9 O1s olarak hesaplanmigtir. PLGA nanofibr6z membranlara Mag Il
immobilizasyonu (PLGA-Mag I1) sonrasinda gergeklestirilen XPS analizinden elde
edilen spektrum sekil 4.5 b’de verilmistir. Spektrumdan elde edilen veriler
degerlendirildiginde Mag Il immobilizasyonu sonrasinda 400.2 eV baglanma
enerjisinde bulunan N1s pikinin yapiya Kkatildigi goriilmektedir. N1s atomik
yiizdesi %1.5 olarak hesaplanmistir. N1s pikinin varligi Mag 11 peptid yapisindan

kaynaklanmakta ve immobilizasyonun basariyla gergeklestirildigini gostermektedir.

Tez ¢alisma kapsaminda hazirlanmis olan PLGA/J nanofibr6z membranlara ait XPS
spektrumu sekil 4.5 c’de verilmistir. Spektrumda, jelatinin yapiya katilmasiyla birlikte
elde edilen yiizey atomik bilesiminde jelatinin amin gruplarindan kaynaklanan N1s
piki goriilmektedir. Spektrumda 285 eV, 400 eV ve 532 eV baglanma enerjisindeki
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(BE) pikler sirasiyla Cl1s, N1s ve O1s atomlarina ait piklerdir. Spektrumdan elde
edilen veriler degerlendirilerek yiizey atomik bilesimi %60.8 C1s, %1.4 N1s ve
%37.8 O1s olarak hesaplanmistir. PLGA/J membranlara Mag Il immobilizasyonu
sonucunda elde edilen spektrum sekil 4.5 d’de verilmistir. Spektrumdan elde edilen
veriler degerlendirildiginde Mag Il immobilizasyonu sonrasinda 400.2 eV baglanma
enerjisinde bulunan N1s pikinin varhig: goriilmektedir. Elde edilen spektrumdan N1s
atomik yiizdesi %2.1 olarak bulunmustur. PLGA/J membranlara Mag I
immobilizasyonu sonunda yapilan XPS analizinde, N1s pikinin siddetinin %01.4
degerinden %2.1 degerine artmasi immobilizasyonun basariyla gergeklestirildigini
gostermektedir (Shen vd. 2009). PLGA ve PLGA/J membranlara ait Mag I
immobilizasyonu 6ncesi ve sonrasinda elde edilen ortalama yiizey atomik bilesimleri

ve atomik oranlar gizelge 4.3’de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.3 Mag Il immobilizasyonu 6ncesi ve sonrasinda PLGA ve PLGA/J
membranlara ait yiizey atomik bilesimleri

Membranlar Cls (at.2%) Ni1s(at.%) Ols (at.%) O/N C/N
PLGA 60.1 - 39.9 - -

PLGA-Mag Il 62.1 15 36.4 24.3 41.4
PLGA/J 60.8 1.4 37.8 27.0 43.4
PLGA/J-Mag Il 65.8 2.1 321 16.1 33.0

4.3.3 PLGA ve PLGA/J nanofibroz membranlarin morfolojik analizi

Bolim 4.1°de agiklanan sekilde elektroegirme tiretim kosullari belirlenen PLGA
membranlarin Mag Il immobilizasyonu o6ncesi ve sonrasinda Boliim 3.4.2 ve Bolim
3.4.3’de agiklanan sckilde SEM ve AFM ile analizi gergeklestirilmis ve
immobilizasyon isleminin fiber morfolojisi iizerine olan etkisi incelenmistir. PLGA
membrana ait SEM goriintiileri sekil 4.6 a, d’de sirasiyla Mag Il immobilizasyonu

oncesi Ve sonrasi icin verilmistir.
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Sekil 4.6 PLGA ve PLGA-Mag Il membranlara ait goriintiiler

PLGA: a. SEM (x5000), b. 3-boyutlu AFM, c. 2-boyutlu AFM faz gorintiileri,
PLGA-Mag II: d. SEM (x5000), e. 3-boyutlu AFM, f. 2-boyutlu AFM faz goriintiileri

Sekil 4.6 a, d incelendiginde, EDC/NHS varhginda gergeklestirilen immobilizasyon
isleminin fiber morfolojisini etkilemedigi goriilmektedir. Fiberler {izerinden alinan
AFM goriintileri incelendiginde (Sekil 4.6 b, €) Mag Il immobilizasyonu sonrasinda
fiber yapilar iizerinde mikron boyutta bir degisim olmadigini ve fiberlerin morfolojik

yapisinin - degismedigini  soylemek mimkiindir. PLGA ve PLGA-Mag I
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membranlara ait tek bir fiber yapisi iizerinden alinan 500x500 nm* lik iki boyutlu faz
goriintiileri incelendiginde (Sekil 4.6 c, f) Mag Il immobilize edilmis PLGA
nanofiberlerde yiizey tizerinde nano boyutta agregatlarin olustugu gozlenmektedir.
Fiber vyiizeyinde gozlenen bu faz degisiminin  yapiya Kkatilan Mag 1l
immobilizasyonu ile ortaya ¢iktigir sonucuna varilmistir. PLGA membranlarin fiber
yapist iizerinde 500x500 nm?lik karesel bolgelerde gerceklestirilen olciimlerden

hesaplanan ortalama pirizlilik degerleri ¢izelge 4.4’de sunulmustur.

Cizelge 4.4 PLGA ve PLGA-Mag Il membran yapilarinda bulunan fiberlerin yiizey
purizliligi degerleri

Membran icerigi | Yiizey Piiriizliiliigii Degeri (Ra, nm)

PLGA 0.86+0.12

PLGA-Mag I 1.72+0.15

Ra ile ifade edilen parametre fiber yiizeyi tizerinde bulunan topografideki en yiiksek
ve algcak noktalar arasindaki ortalama mesafeyi ifade etmektedir. Mag I
immobilizasyonu sonrasinda PLGA fiber yiizeyleri tizerindeki pirizliligin arttig
goriilmiistiir.  Immobilizasyon islemi mikron &lceginde fiber morfolojisini
etkilemezken, nanoboyutta degisime neden olmustur. PLGA/J membranlara ait SEM

ve AFM gorintileri sekil 4.7°de verilmistir.
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3: Phase

Sekil 4.7 PLGA/J ve PLGA/J-Mag Il membranlara ait goriintiiler

PLGA/J: a. SEM (x5000), b. 3-boyutlu AFM, c. 2-boyutlu AFM faz goriintiileri,
PLGA/J-Mag II: d. SEM (x5000), e. 3-boyutlu AFM, f. 2-boyutlu AFM faz
gortintileri

Sekil 4.7 incelendiginde, PLGA membranlardan elde edilen sonuglara benzer olarak,
immobilizasyon isleminin PLGA/J membranlar1 olusturan fiber yapisini mikron
olgeginde etkilemedigi goriilmiistiir (Sekil 4.7 a, d). Elde edilen SEM goriintiileri tig
boyutlu AFM goriintileri ile uyumludur (Sekil 4.7 b, e). PLGA/J fiber tizerinden

alinan AFM faz gorintileri incelendiginde ise (Sekil 4.7 ¢, f), immobilizasyon islemi
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sonrasinda fiber yiizeyi iizerinde nano boyutta pirizlilik olustugu gozlenmistir.
PLGA/J membranlarin fiber yapisi iizerinde 500x500 nm?lik karesel bolgelerde
gerceklestirilen 6l¢timlerden hesaplanan ortalama piiriizlilik degerleri ¢izelge 4.5°de

sunulmustur.

Cizelge 4.5 PLGA/J ve PLGA/J-Mag Il membran yapilarinda bulunan fiberlerin
yiizey purizliliga degerleri

Membran Icerigi Yiizey Piirtizliligi Degeri (Ra, nm)
PLGA/J 1.8+0.40
PLGA/J-Mag Il 3.1+0.30

4.4 PLGA Membranlara immobilize Olan Magainin Il Miktarimin Tayini

PLGA nanofibroz membranlara immobilize edilen Mag Il miktar1 Bolim 3.4.5°de
aciklanan sekilde tayin edilmistir. Mag Il yapisinda bulunan fenil alanin florofor
gruplarina ait uyarilma ve emisyon dalga boylar1 sirasiyla 260 nm ve 290 nm olarak
bulunmustur. Bu kosullarda derisimleri bilinen Mag Il c¢ozeltileri ile hazirlanmig

olan kalibrasyon grafigi sekil 4.8’de verilmistir.
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Immobilizasyon islemi sonrasinda membran iizerinden alinan ¢ozeltinin floresan
siddeti okunmus ve kalibrasyon grafigi kullanilarak miktara gecilmistir. Bu deger
baslangicta immobilizasyon ig¢in kullanilan miktardan ¢ikartilmis ve membran
yiizeylere immobilize olan Mag Il miktar1 indirekt olarak hesaplanmastir. Yapilan bu
hesaplamaya gore nanofibroz PLGA membranlara immobilize olan Mag-1l miktari
0.2 pg/cm? membran olarak bulunmustur. Bu sonuca gére baslangigtaki Mag I

miktarinin %37.7°si immobilize olmustur.
4.5 EGF I¢eren PLGA Nanofibréz Membranlarin Hazirlanmasi

EGF igeren PLGA nanofibroz membranlarin elektroegirme teknigi ile hazirlanmasi
caligmalarinda ¢izelge 3.2’de belirtilen sekilde farkli derisimlerde PLGA ve EGF
cozeltileri kullamlarak akis hizi, voltaj ve toplayici mesafesinin degisiminin

gelisiguizel yapida fiber olusumu tizerindeki etkileri incelenmistir.

Gergeklestirilen optimizasyon calismalar1 igin 6ncelikle % 16.6’lik PLGA ¢ozeltisi
hazirlanmis ve 150 pL’lik EGF ¢ozeltisi eklenmistir. 1 ml sa® akis hizinda 17 kV
voltaj degerinde 10 cm toplayict mesafesinde yapilan ¢alismada elde edilen fiberlerin
caplarinda azalma ve yiiksek miktarda boncuk olusumu gozlenmistir. Akis hizi sabit
tutularak uygulanan voltaj degeri ve toplayict uzakhg artinldiginda 19 kV voltaj
degeri ve 15 cm toplayict mesafesinde boncuk olusumunun azaldigi gozlenmis fakat
daha yiiksek voltaj degerleri ve toplayici mesafelerinde sarmal yapilarin ve boncuk
olusumunun arttigi gorillmistir. Akis hizi 3 ml sa degerine ¢ikarildiginda ise
farkli voltaj degerleri ve toplayici mesafelerinde boncuk olusumu ve sarmal yapilarin
azaldig1 gozlenmistir. 5 ve 5.5 ml sa® akis hizlarina ¢ikildiginda ise 3 mlsa® akis
hizina gore boncuk ve sarmal yapilarin gozle goriiliir sekilde arttigi goriilmiistir. Elde
edilen bu sonuglar dogrultusunda, fiber yapilarda meydana gelen boncuk olusumunun
elektroegirme cihazinin parametrelerine degil, diisiik polimer derisimine bagh oldugu

distintilmis ve polimer derisiminin arttirilmasina karar verilmistir.

% 18.3 (w/v) PLGA ¢ozeltisine (HFIP igerisinde) 150 puL’lik EGF ¢ozeltisi eklenerek
devam ettirilen calismalarda ilk olarak 1 ml sa™ akis hizinda 18 kV voltaj degerinde

ve 10 cm toplayict mesafesinde c¢alisilmis ve boncuk olusumunda azalma
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gozlenmesine karsin tam olarak oniine gegilemedigi sonucuna varilmistir. Boncuk
olusumunu gidermek amaciyla akis hiz1 1 ml sa™® degerinde sabit tutularak voltaj ve
toplayict mesafesinin artirilmasi ile gergeklestirilen calismalarda ise yiiksek voltaj
degerlerine ¢ikilmas: ile boncuk boyutlarinda artis meydana gelmis ve sarmal
yapilarin ortaya ¢iktigi gériilmiistiir. Akis hizinin 2 ve 3 ml sa™* degerine ¢ikarilmasi
sonucu elde edilen yapilarda iyilesme gozlenmemistir. Akis hizi 3.5 ml sa™ degerine
cikarilarak devam edilen calismalarda 19 kV voltaj degeri ve 15 cm toplayici
uzakhginda sarmal yapilarin  ortadan kalktigi fakat boncuk olusumunun
giderilemedigi goriilmistiir. Bu yiizden akis hizinin sirasiyla 4, 4.5, 5 ve 5.5 ml sa™
degerlerine ¢ikarilmasi ile farkl voltaj degerleri ve toplayict mesafelerinde calismalar
gerceklestirilmis fakat 3.5 ml sa™ akis hizindan daha iyi sonuglar elde edilememistir.

Bu sonuglar dogrultusunda polimer derisiminin artirilmasina karar verilmistir.

Calismalara PLGA derisimi % 19.6 (w/v) degerine ¢ikarilarak ve 150 uL EGF
cozeltisi eklenerek elde edilen ¢ozelti ile 2 ml sa® akis hizinda 18 kV voltaj
degerinde ve 10 cm toplayict mesafesinde devam edilmistir. Bu kosullarda
gerceklestirilen elektroegirme islemi sonucunda boncuk olusumunun daha diisiik
PLGA derisimlerinde gergeklestirilen ¢alismalara oranla azaldig: fakat tamamen yok
olmadigi goriilmistiir. Bununla birlikte elde edilen fiber yapilarda kopmalar oldugu
gozlenmistir. Akis hizimn 35 ml sa® degerine ¢ikarilmas: ile kopmalarin
engellendigi fakat boncuk olusumunun tam olarak giderilemedigi sonucuna
varilmistir. Ayrica 3.5 ml sa™ akis hizinda ve 19 kV voltaj degerlerinde sirasiyla 10
cm ve 15 cm toplayict mesafesinde yapilan ¢alismalarda 15 cm toplayici uzakhiginda
elde edilen fiberlerin 10 cm’de elde edilenlere oranla daha diizgiin yapida oldugu

ve boncuk olusumunun azaldig: goriilmustiir (Sekil 4.9).

59



Sekil 4.9 150 pl EGF ¢ozeltisi eklenen 9%019.6°1ik PLGA membranlarin SEM
goriintiileri

(3.5 mlsa™, 19 kV, 10 cm), a. x1000, b. x5000, (3.5 ml sa™, 19 kV, 15 cm), c. x1000, d. x5000

Akis hizlart arttirillarak gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda da boncuk olusumunun
onitine gegilememistir. Elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, PLGA derisiminin
arttirilmasinin boncuk olusumunun énlenmesinde olumlu etkileri oldugu goriilmekle
birlikte, polimer ¢ozeltisine eklenen EGF/TRIS tampon miktarinin da 6énemli bir
parametre oldugu sonucuna varilmistir. Polimer ¢ozeltisine eklenen TRIS tamponun,
¢oziciiniin (HFIP) ucuculugunu olumsuz yonde etkileyerek fiber yapilarin tam olarak
kurumadan toplayictya ulasmasina ve boncuk olusumuna neden oldugu
distinilmiistir. Toplayict mesafesinin arttinlmas: ise sarmal yapilarin artmasina

neden olmustur. Bu sonuglar dogrultusunda polimer ¢ozeltisine eklenen TRIS
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tampon ¢ozeltisinin (EGF miktar1 sabit kalacak sekilde) miktarinin diistiriilmesine

karar verilmistir.

PLGA derisimi % 19.6 olan polimer ¢ozeltisine 125 uL EGF ¢ozeltisi eklenerek
yapilan elektroegirme calismalart 3-5 ml sa™® akis hizi arahiginda vyiiriitiilmiistiir. 3
ml sa akis hizi, 19 kV voltaj degerinde ve 15 cm toplayict mesafesinde boncuk
olusumunun azaldigi gozlenmistir. Bununla birlikte yapilan ¢alismada fiber
yapilarinda kopmalar ve sarmal yapilar gériilmiistiir. 3.5 ml sa® akis hizinda ayni
voltaj ve toplayici mesafelerinde vyapilan c¢alismalarda ise fiber yapisindaki
bozukluklarin tamamen giderildigi fakat yer yer boncuk olusumunun siirdigi
gériilmiistiir. Boncuk olusumunu énlemek amaciyla sirasiyla 4, 4.5 ve 5 ml sa™ akis
hizlarinda yapilan ¢ahismalarda akis hizimin artinlmasiyla boncuk boyutlarinin
biiyiimesi ve sarmal yapilarin olustugu ve bu derisim degerlerinde en iyi sonucun
3.5 — 4 mlsa™t akis hizi, 19 — 21 kV voltaj araliginda ve 15 cm toplayict mesafesinde
oldugu sonucuna varilmistir. Boncuk olusumunun tamamen giderilmesi amaciyla
optimizasyon calismalarina eklenen EGF ¢ozeltisi miktarinin disiiriilerek devam

edilmesine karar verilmistir.

% 19.6’lik PLGA ¢ozeltisi igerisine 100 ul EGF ¢ozeltisi eklenerek elde edilen ¢ozelti
ile 3.5 ml sa* akis hizinda 19 kV voltaj degerinde ve 15 cm toplayict mesafesinde
yapilan c¢alisma sonucunda boncuklarin tamamen giderildigi ve diizgiin yapida
fiberlerin elde edildigi goriilmistiir. Akis hizi ve voltaj degerlerinin artirildiginda ise;
yer yer boncuk ve sarmal yapilarin olustugu gézlenmistir. Bu sonuglar dogrultusunda
biyoaktif EGF iceren PLGA nanofibroz membranlarin elektroegirme tenigi ile elde
edilmesi icin en uygun kosullarin 3.5 ml sa' akis hizi, 19 kV voltaj ve 15 cm
toplayict mesafesi olduguna karar verilmistir. EGF igeren PLGA membranlara ait
SEM goriintiileri sekil 4.10°da verilmistir. Membranlar1 olusturan fiberlerin cap
dagilimi JmicroVision (Isvigre) programi yardimiyla hesaplanmis ve ortalama 280 +
100 nm olarak bulunmustur. Elektroegirme teknigi ile elde edilen membranlarin

kalinlhigi 40+10 um olarak dlgiilmiistiir.
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Sekil 4.10 EGF igeren PLGA nanofibr6z membranlara ait SEM goriintiileri

(% 19.6 PLGA + 100 pl EGF iceren TRIS tampon ¢ozeti, 3.5 mlsa™® akis hizi, 19 kV voltaj, 15
cm toplayici mesafesi) a. x1000, b. x5000, Ortalama ¢ap: 280 + 100 nm

EGF iceren biyoaktif PLGA membranlarin  elektroegirme  teknigiyle
hazirlanmasinda kullanilan elektroegirme kosullar1 ve c¢ozelti o6zellikleri ¢izelge

4.6’da ozetlenmistir.

Cizelge 4.6 PLGA-EGF nanofibroz membranlarin elektroegirme teknigi ile elde
edilmesinde kullanilan parametreler

%19.6 PLGA (HFIP igerisinde) 1.2 ml

EGF (%0.1 BSA iceren 5 mM TRIS 100 pl’de 12.5 ug EGF
tampon ¢ozeltisi, pH: 5.5)

Uygulanan voltaj 19 kV

Akis Hizi 3.5 mlsa?

Toplayic1 mesafesi 15cm
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EGF igeren PLGA/J membranlarin hazirlanmasinda ise, PLGA:J oran1 9:1 olacak
sekilde c¢izelge 4.6’da verilen polimer ¢ozeltisi/EGF oranlari ve elektroegirme

kosullar1 kullanilmis ve EGF i¢eren PLGA/J membranlar hazirlanmistir (Sekil 4.11).

100um| b 20 pm

Sekil 4.11 EGF igeren PLGA/J nanofibr6z membranlara ait SEM goériintiileri

(% 19.6 PLGA/J (9:1) + 100 pl EGF iceren TRIS tampon cozeti, 3.5 ml sa® akis hiz, 19 kV
voltaj, 15 cm toplayier mesafesi) a. x1000, b. x5000, Ortalama ¢ap: 1090 = 90 nm

4.6 EGF i¢eren PLGA Nanofibréz Membranlann Karakterizasyonu

EGF igeren PLGA membranlarin karakterizasyon calismalari TEM ve Floresan

Mikroskopisi ile yiritilmastiir.

4.6.1 TEM Analizi

Boliim 3.6.2°de agiklanan yonteme gore gergeklestirilen TEM analizi sonucunda elde

edilen goriintiiler sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12 EGF igeren PLGA membranlarin TEM analizi sonuglari

a. x10000, b. x120000

Sekil 4.12 incelendiginde PLGA-EGF fiberlerin yapisinda EGF molekiiliiniin
varhigini gosteren bir yapisal degisiklik gézlenmemistir. Bu durumun, PLGA ve EGF
yapilarinin her ikisinin de yiiksek C ve O igerigine sahip olmalar1 nedeniyle yapisal
farkliliklann ~ TEM  analizi  ile  gozlenememesinden  kaynaklanabilecegi

distintilmektedir.

4.6.2 Floresan Mikroskobu Analizi

PLGA nanofiber yapisinda bulunan EGF molekiillerinin gorintiillenmesi amaciyla
floresan mikroskobu analizi gergeklestirilmistir. EGF molekiilii yapisinda bulunan
triptofan gruplar1 nedeniyle florofor 6zellik gosteren bir molekiildiir. Bu 6zelliginden
dolay: floresan mikroskobu altinda goriintiilendiginde 1is1maya neden olmaktadir. Elde
edilen floresan mikroskobu goriintiileri PLGA ve PLGA-EGF membranlar igin sekil

4.13°de verilmistir.
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Sekil 4.13 PLGA bazli membranlarin floresan mikroskobu gortintiileri

a. PLGA, b. PLGA-EGF

EGF molekiiliinde bulunan triptofan florofor gruplarin floresan 11k altinda uyarilmasi
sonucu ortaya c¢ikan isima EGF molekiillerinin PLGA fiberlerin yapisina katildigimni

gostermektedir.

4.6.3 Su Temas Agis1 Tayini

Tez ¢alismas1 kapsaminda hazirlanan membranlarin islatilabilirlik 6zelikleri su temas
acis1 Ol¢timleri ile gergeklestirilmistir. Temas agisina yonelik 6lgimler Bolim 3.8°de
aciklanan sekilde yapisik damla yontemi ile yaklagik 50 pum kalinliga sahip
membranlar kullanilarak 6l¢iilmiis ve olgiilen su temas agis1 degerleri Kruss DSA 100
yazilimi kullanilarak hesaplanmistir. gizelge 4.7’de PLGA bazh membranlara ait su

temas ag1 degerleri verilmistir.

Cizelge 4.7 PLGA, PLGA-Mag Il ve PLGA-EGF membranlarin su temas agisi

degerleri
Membran Su Temas Agisi (°)
PLGA 129.1+1.2
PLGA-Mag 11 0"
PLGA-EGF 125.6+1.8

*8 dakika sonunda
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Cizelge 4.7 incelendiginde, Mag Il immobilizasyonu sonrasinda hidrofobik yapida
olan PLGA membranlarin su temas agis1 degerinin sifira distiigii goriillmektedir. Bu
durum Mag Il molekiiliinin  yapisin1  olusturan amino asitlerin  yiizeye
immobilizasyonu sonucu yiizeyin hidrofilik hale geldigi sonucunu ortaya
cikarmaktadir. Bunun yanmi sira, PLGA-EGF membranlarin su temas agis1 degeri
azalmig olmakla birlikte PLGA vyapisina katilan EGF molekiillerinin  yiizey
islatilabilirligi iizerinde onemli bir etkisi olmadigi gorilmustir. EGF molekiilleri
elektroegirme c¢ozeltisine eklendiginden fiberler igerisinde dagildigi ve yiizeye
immobilizasyondan farkli olarak sadece yiizey iizerinde toplanmadigindan yiizey
hidrofobisitesini etkilemedigi distinilmektedir. c¢izelge 4.8'de PLGA/] bazh

membranlara ait su temas acist degerleri verilmistir.

Cizelge 4.8 PLGA/J, PLGA/J-Mag Il ve PLGA/J-EGF membranlarin su temas agisi

degerleri
Membran Su Temas Agisi (°)
PLGA/J 93.2+0.8
PLGA/J-Mag II 0"
PLGA/J-EGF 88.4+1.2

*3 dakika sonunda

Cizelge 4.8 incelendiginde, PLGA membrana gore daha hidrofilik yapida olan
PLGA/J kompozit membranlarin su temas agisi degeri daha diisiik ¢ikmaktadir.
Bununla beraber Mag II molekiiliiniin yapisint olugturan amino asitlerin yiizeye
immobilizasyonu sonucu yiizey hidrofilisitesinin arttigi gériilmektedir. PLGA/J-EGF
membranlarin su temas agis1 degerinin azalmasina karsin PLGA/J yapisina katilan
EGF molekiillerinin yiizey islatilabilirligi tizerinde onemli bir etkisi olmadigi

sonucuna vartlmistr.

4.7 Cift Tabakal Antimikrobiyal Biyoaktif Nanofibroz Membranlarn
Hazirlanmasi

Boliim 3.7°de agiklanan sekilde hazirlanan membranlarin kahinligr 90 = 10 um olarak

ol¢iilmiistir. Cift tabakali membranlarin her bir tabakasi aym ¢oziici ile
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hazirlandigindan ¢oziici etkisiyle tabakalarin birbirinden ayrilmasit 6nlenmistir
(Simsek vd. 2012). Cift tabakali membranlarin su tutma kapasiteleri Bolim 3.9°da
aciklanan sekilde gergeklestirilmistir. Denge su igerigi degerleri PLGA-Mag Il +
PLGA-EGF ve PLGA/J-Mag Il + PLGA/J-EGF ift tabakali membranlar igin
sirasiyla %195+20 ve %275+10 olarak bulunmustur. PLGA yapisina katilan jelatin
hidrofilik 6zelligi nedeniyle fibroz yapidaki membranlarda su tutma kapasitesinin

artmasina neden olmustur.
4.8 Cift Tabakali Membranlardan EGF Salimi

Cift tabakali membranlardan EGF salimi ELIZA yontemiyle belirlenmis ve 1.5
cm ¢apina sahip ¢ift tabakali nanofibroz membrandan zamana karsi salinan kiimiilatif
EGF miktar1 sekil 4.14’de verilmistir.

PLGA
= = PLGA/Gelatin

Kamaulatif Salim Miktar (ng)

0 5 10 15 20 25

Zaman (giin)

Sekil 4.14 Cift tabakali nanofibr6z membrandan zamana karsi salinan kiimilatif EGF
miktar1 (n=3)

Fiber yapilarin icerisinde dagilmis olan EGF molekiillerinin kontrollii salimi 21 giin
boyunca izlenmistir. Ilk 24 saat icinde gergeklesen yaklasik %45°lik hizli salimin

(burst release) ardindan salim kontrollii olarak 14 giin boyunca devam etmistir.
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4.9 Antimikrobiyal Aktivitenin Incelenmesi

Tez kapsaminda ¢ift tabakali antimikrobiyal biyoaktif membranlarin tretimi
amaglanmistir. Bu amagla nanofibréz yapida PLGA bazli membranlara antimikrobiyal
ozellik kazandirilmas: igin Mag Il immobilizasyonu gergeklestirilmistir. PLGA
yapisina dogal bir polimer olan jelatinin katilmasiyla PLGA/J nanofibréz membranlar
hazirlanarak dogal bir polimerin antimikrobiyal aktiviteye olan etkileri incelenmistir.
Antimikrobiyal aktivitenin incelendigi ¢alismalar Boliim 3.10°da agiklanan ti¢ farkh
grup membran ile yiritilmis ve Gram-pozitif S. aureus ve Gram-negatif E.coli
bakteri suslar1 kullanidmustir.  Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesine yonelik
yapilan calismalar, bakteri yapismasi, konfokal mikroskobu ile analiz ve SEM ile
analiz olmak tizere ti¢ ana baslik altinda yiirtitilmiis olup kullanilan yontemler boliim

3.10°da detayl: olarak agiklanmustir.

4.9.1 Nanofibréz Membranlara Bakteri Yapismasmin Incelenmesi

Mag Il antimikrobiyal peptit varligimn bakteri yapismasina olan etkisi bolim
3.10.1’de aciklanan sekilde incelenmistir. sekil 4.15°de PLGA bazli membranlar
tizerinde 4 saatlik inkiibasyon sonunda tutunmus olan ve sonikasyon islemi sonrasinda
yiizeyden koparilarak agar tizerinde 24 saat iiremesi saglanan S.aureus susuna ait

koloni sayim1 degerleri verilmistir.
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(CFU/ml)*10*

10 -

PLGA PLGA-Mag I PLGA-Mag Il + PLGA-EGF

Sekil 4.15 S.aureus susunun PLGA, PLGA-Mag Il ve PLGA-Mag Il + PLGA-
EGF nanofibrz membranlar iizerindeki yapisma degerleri (koloni sayimi
yontemi)

[Istatistiksel énem farklihgi, n=3 * p <0.005, **p<0.05-PLGA kontrol grubu]

Koloni sayimindan elde edilen degerler incelendiginde, Mag Il immobilize edilerek
antimikrobiyal 6zellik kazandirilmis olan PLGA-Mag Il membranlara tutunan S.
aureus sayisinda onemli olciide azalma oldugu goriilmiistiir. Antimikrobiyal ajan
icermeyen PLGA membranlara tutunan bakteri sayisi 2.60x10° iken, Mag Il
immobilizasyonu sonunda bu deger 1.15x10e diismiistir. PLGA-Mag Il + PLGA-
EGF cift tabakali membranlar iizerinde S. aureus yapismas: degerleri incelendiginde,
yiizeye tutunan bakteri sayist PLGA membrana gore daha diisiik olmakla birlikte,
PLGA-Mag Il membran yiizeylere kiyasla % ~13 oraninda arttigi goriilmiistiir. Bu
artis, PLGA yapisinda bulunan EGF molekaiillerinin bakterilerin yiizeye tutunmasinda
rol oynayabilecegi sonucunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte, yiizeye tutunan
bakteri sayisinin PLGA membranlara oranla % ~46 az olmas1 Mag Il molekiillerinin
antimikrobiyal aktivitesini siirdiirdigiinii gostermektedir. PLGA yapisina dogal bir
polimer olan jelatin katilmasiyla elde edilen PLGA/J bazli membranlar iizerinde
tutunan S.aureus susuna ait koloni sayim degerleri sekil 4.16’da verilmistir. Elde
edilen degerler incelendiginde PLGA bazli membranlara benzer olarak Mag I

immobilizasyonu sonrasinda PLGA/J membran yiizeylere tutunan S. aureus sayisinin
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azaldigi gorilmektedir. Bu sonug yapidaki jelatin varliginin immobilizasyon yontemi
acisindan bir dezavantaj olusturmadigini ve antimikrobiyal aktivitenin yiizeye

immobilize edilmis olan Mag Il sonucu olustugunu ortaya koymaktadir (Sekil 4.16).

35 A

30 -

25 -

20 A

(CFU/ml)*10*

PLGA/) PLGA/)-Mag I PLGA/J-Mag Il + PLGA/J-EGF

Sekil 4.16 S.aureus susunun PLGA/J, PLGA/J-Mag Il ve PLGA/J-Mag Il +
PLGA/J-EGF nanofibr6z membranlar iizerindeki yapigsma degerleri
(koloni sayimi yontemi)

[istatistiksel anem farkliligi, n=3 *p<0.005-PLGA/J kontrol grubudur]
Bununla birlikte, PLGA/J-Mag Il + PLGA/J-EGF membranlarda elde edilen

sonuglar ise yapidaki EGF varliginin S.aureus yapismasi tizerine énemli bir etkisi

olmadigini gostermistir.

Tez kapsaminda, antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi amaciyla nanofibroz
membran yiizeylerde inkiibe edilen diger bakteri susu E.coli’dir. Koloni sayim

yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar sekil 4.17 ve sekil 4.18°de verilmistir.
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Sekil 4.17 E.coli susunun PLGA, PLGA-Mag Il ve PLGA-Mag Il + PLGA-EGF
nanofibroz membranlar tizerindeki yapigsma degerleri (koloni sayimi
yontemi)

[Istatistiksel dnem farkliligi, n=3 *p<0.001-PLGA kontrol grubudur]

Sekil 4.17 incelendiginde, Mag Il immobilize edilmis PLGA membranlarda E.coli
yapismasinin % ~61 oraninda azaldig1 goriilmiistiir. E.coli ile yiirtitiilen ¢alismalardan
elde edilen sonuglar, PLGA-Mag II+PLGA-EGF membran yiizeylerde bakteri
yapismasinin EGF varhigindan 6nemli olgtide etkilenmedigini gostermistir. PLGA-
Mag Il ile PLGA-Mag Il + PLGA-EGF membranlara olan E. coli yapismasi arasinda

istatistiksel bir fark goriilmemistir.

PLGA/J bazli membranlar ile yiiritillen ¢alismalarda da, PLGA bazli membranlara
benzer olarak, Mag Il immobilizasyonunun E.coli yapismasini inhibe ettigi
goriilmektedir. PLGA/J-Mag 1l membranlara E.coli yapismast % ~58 oraninda
azalmigtir. Deneysel sonuglara bakildiginda ¢ift tabakali membranlarda bulunan

EGF'in, E.coli yapismasinda herhangi bir etkisinin olmadigi sonucuna varilmistir
(Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 E.coli susunun PLGA/J, PLGA/J-Mag Il ve PLGA/J-Mag Il +
PLGA/J-EGF nanofibr6z membranlar tizerindeki yapisma degerleri
(koloni sayimi yontemi)

[Istatistiksel onem farkliligi, n=3 *p<0.001-PLGA/J kontrol grubudur]

4.9.2 Antimikrobiyal Aktivitenin SEM ile Analizi

Antimikrobiyal aktivitenin incelendigi ¢alismalarin ikinci grubunda Boliim 3.10.2°de
aciklanan sekilde SEM analizi gergeklestirilmistir. S.aureus susunun PLGA, PLGA-
Mag Il ve PLGA-Mag Il + PLGA-EGF membran yiizeylerdeki SEM goriintiileri
sekil 4.19°da verilmistir.

10 pm [PLGA-Mag II 10 pm | PLGA-Mag II+PLGA-EGF 10 pm

Sekil 4.19 S. aureus susunun PLGA bazli membran yiizeyler tizerindeki SEM
goriintiileri

a. PLGA, b. PLGA-Mag IlI, ¢. PLGA-Mag Il + PLGA-EGF, (x10000)
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Sekil 4.19 incelendiginde, PLGA bazlh yiizeylerde Mag Il immobilizasyonu
sonrasinda bakteri yapismasinin 6nemli olgiide azaldigi gortilmektedir. Sekil 4.19
a’da bilinen kiiresel formdaki S. aureus bakterilerinin nanofibroz membran: olusturan
fiberlere tutundugu ve morfolojik yapilarmi koruduklari goriilmektedir. Mag Il ile
modifiye edilmis membranda ise (Sekil 4.19 b) fiberlere tutunan bakteri sayisinda
azalma goriilmektedir. Yiizeye tutunan bakteri sayisindaki bu azalma Mag Il
antimikrobiyal peptidinin bakteri-statik etkisini ortaya koymaktadir. Bunun yani sira,
sekil 4.19 b’de PLGA-Mag Il yiizeylerde bulunan bakterilerin bazilarinin kiiresel
formlarimi kaybettikleri goriilmektedir. Bu sonug, bakterilerin Mag 1l ile etkilesimleri
sonucunda membranlarinin  parcalandigint  ve bakteri-sidal etki ile yiizey
etkilesimlerinin inhibe edildigini gostermektedir. S. aureus susu i¢in SEM analizinden

elde edilen goriintiiler, boliim 4.9.1°de verilen koloni sayimi sonuglari ile uyumludur.

S.aureus susunun PLGA/J bazli membranlar ile etkilesiminin incelendigi SEM
analizinden elde edilen gorintiiler sekil 4.20°de verilmistir. Sekil 4.20 incelendiginde,
PLGA/J-Mag Il membran yiizeylerdeki S. aureus yogunlugunun PLGA/J membran
yiizeyine kiyasla onemli 6l¢iide azaldigi goriilmektedir. PLGA bazli membranlarda
elde edilen goriintiilere paralel olarak PLGA/J membranlardaki Mag Il aktivitesi de

agikca goriilmektedir.

10 pm | PLGA/J-MagI1

Sekil 4.20 S. aureus susunun PLGA/J bazli membran yiizeyler tizerindeki SEM
goriintiileri

a. PLGA/J, b. PLGA/J-Mag I, c. PLGA/J-Mag Il + PLGA/J-EGF, (x10000)
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Sekil 4.20°de bulunan SEM goriintiileri PLGA/J bazli membranlarda S.aureus igin

elde edilen koloni sayimi sonuglari ile uyumludur.

Antimikrobiyal aktivitenin incelenmesi amaciyla E.coli susu ile vyiiriitilen
calismalarda alinan SEM gorintileri  sekil 4.21°de verilmistir.  Sekil 4.21
incelendiginde PLGA bazl yiizeylerde Mag Il immobilizasyonunun etkisi agik¢a
goriilmektedir. Sekil 4.21 a’da PLGA membrani olusturan fiberlere tutunan ve koloni
olusturma egiliminde olan ¢ubuk morfolojideki E.coli bakterileri goriilmektedir. Mag
Il immobilizasyonunun E.coli yapismasini 6nemli o6lgiide engelledigi ve yiizeye
tutunma egiliminde olan az sayida bakterinin membran yapilarimin Mag Il
etkilesiminden olumsuz yonde etkilenerek ¢ubuk morfolojilerinin  bozuldugu
goriilmektedir (Sekil 4.21 b). Elde edilen bu sonuglarin Mag |l peptidinin bakteri-

statik ve bakteri-sidal etkilerinin sonucu oldugu distinilmektedir.

10 pm | PLGA-Mag II 10 pm (PLGA-Mag II+PLGA-EGF 10 pm

Sekil 4.21 E.coli susunun PLGA bazli membran yiizeyler tizerindeki SEM
goriintiileri

a. PLGA, b. PLGA-Mag II, c. PLGA-Mag Il + PLGA-EGF, (x10000)

Sekil 4.21 c’de bulunan PLGA-Mag Il + PLGA-EGF membrana ait SEM
goriintiisiinde Mag 1l aktivitesinin EGF varlhiginda siirdiigi ve bakteri yapismasinin
PLGA membranlara gore azaldigi goriilmektedir. E.coli susu igin elde edilen SEM

goriintiileri koloni sayimi sonuglari ile uyumludur.

PLGA/J bazli membranlarin E.coli etkilesimi sonucunda alinan SEM goriintiileri sekil
4.22°de verilmistir. Sekil 4.22 incelendiginde, PLGA bazli membranlarda elde edilen
goriintiilere paralel olarak PLGA/J bazli membranlarda da Mag 1l aktivitesinin etkileri
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goriilmektedir. Yapiya katilan jelatin Mag Il aktivitesi iizerinde olumsuz etki
yaratmamistir. SEM goriintiileri koloni sayim sonuglari ile uyumludur.

10 pm | PLGA/J-MagI1 10 pm|PLGA/J-Mag II+PLGA/J-EGF 10 pm

Sekil 4.22 E.coli susunun PLGA/J bazli membran yiizeyler tizerindeki SEM
goriintiileri

a. PLGA/J, b. PLGA/J-Mag II, c. PLGA/J-Mag Il + PLGA/J-EGF, (x10000)

Mag Il immobilizasyonunun 24 saat sonundaki bakteri yapismasi iizerine etkisinin
incelenmesi amaciyla nanofibroz membranlar bolim 3.10.2°de agiklanan sekilde
bakteri siispansiyonunda inkiibe edilmis ardindan SEM altinda incelenmistir. 24 saat
sonunda PLGA, PLGA-Mag Il, PLGA/J ve PLGA/J-Mag Il yiizeylere yapisan
bakterilerin goriintiileri sekil 4.23de verilmistir.

Sekil 4.23 incelendiginde, PLGA bazli membran grubunda (Sekil 4.23 a-d) 24 saatlik
inkiibasyon sonrasinda Mag II’nin bakteri yapismasini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi
gorilmustir. Bununla birlikte, PLGA/J membran grubunda da (Sekil 4.23 e-h) Mag

Il etkisi 24 saatlik inkiibasyon siiresince devam etmistir.
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Staphylococcus Aureus (ATCC 6538) Eschericia Coli (-\T( C 25922)
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PLGA/J

PLGA/J-Mag I1

10 pm

Sekil 4.23 E.coli ve S.aureus suslarinin PLGA ve PLGA/J bazli membran yiizeyler

tizerindeki 24 saat sonunda bakteri yapismast SEM goriintiileri

S. aureus: a. PLGA, b. PLGA-Mag Il, e. PLGA/J, f. PLGA/J-Mag Il (x10000)
E. coli: c. PLGA, d. PLGA-Mag Il, g. PLGA/J, h. PLGA/J-Mag Il
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Biyomalzemelerin viicut igerisine implantasyonu sonucu malzeme yiizeyi hem
bakteriler hem de saglkli hiicreler igin yapisma ve iireme ortami olusturmaktadir.
Biyomalzeme yiizeyinin oncelikli olarak bakteriler yerine saglikli hiicreler ile
kolonize olmasi, implantin uzun siireli kullanimi agisindan 6nem tasimaktadir. Mag 11
ile aktive edilen PLGA membranlarda ilk 4 saatte bakteri yapismasinda elde edilen
azalma, yarismali yapisma durumunda saglikli hiicrelerin yiizeye oncelikli tutunmasi
ve kolonizasyonu agisindan avantaj saglayacaktir. Bununla birlikte, 24 saatlik bakteri
inkiibasyonundan elde edilen sonuglar, Mag Il immobilize edilmemis membranlarda
bakteri yapismasinin  ve  kolonizasyonunun hizli  bir sekilde ilerledigini
gostermektedir. Mag 1l aktivasyonu ile bakteri yapismasimin biiyiik 6lgiide
engellenmis olmasi, saglikli hiicrelerin yiizeye tutunmalarinin ardindan yiizeye

adaptasyonu ve yiizey iizerinde yayilarak gogalmaya baslamalar1 agisindan 6nemlidir.

4.9.3 Antimikrobiyal Aktivitenin Konfokal Mikroskobu ile Analizi

Membran yiizeylere tutunan bakterilerin Bacterial Viability Kit (Live/Dead Assay) ile
boyanmasinin ardindan konfokal mikroskobu altinda gériintiileri alinmistir. Konfokal
mikroskobu ile gergeklestirilen analizler yalnizca PLGA membran grubu ile
yiiriitillmiistiir (PLGA, PLGA-Mag Il ve PLGA-Mag Il + PLGA-EGF). PLGA/J bazh
membranlarda jelatinin otofloresan 6zelligi dolayisiyla yaptigi 1s1ma sonucu goriintii

almak mimkiin olmamistir.

Boyama islemlerinde kullanilan Bacterial Viability Kit, canli bakteriler ile
etkilestiginde yesil 1s1ma yapan Syto 9 ve hasar gérmiis membrana sahip veya oli
bakteriler ile etkilestiginde kirmiza 1is1ima veren propidyum iyodiir (P1) boyalarindan
olusmaktadir. Boya karisgiminda PI varhigr énemlidir. Syto 9 PI ile karistirilmadan
kullanildiginda canli-cansiz tiim bakteriler ile etkilesmektedir. Syto 9’un yalnizca
canlt bakteriler ile etkilesebilmesi icin Pl varliginda yiizeye uygulanmasi ve PI
boyasinin Syto 9’u sondiirmesi sonucu yalnizca canli bakterilerin yesil 1s1ma vermesi
saglanmaktadir.  Boyama islemi  bolim  3.10.3’°de  agiklanan  sekilde
gergeklestirilmistir. Konfokal mikroskobu goriintiileri sekil 4.24 ve sekil 4.25°de

sirasiyla S.aureus ve E.coli suslari igin verilmistir.

77



a |PLGA-Magll » # ' D |PLGA-Mag I+PLGA-EGF

Sekil 4.24 PLGA bazli membranlar {izerinde tutunan S.aureus bakteri susuna ait
konfokal mikroskobu goriintiileri (x20)

a. PLGA, b. PLGA-Mag I, c. PLGA-Mag Il + PLGA-EGF

Sekil 4.24 incelendiginde yesil 1s1ma yapan canli S.aureus sayisinin PLGA
membranlarda oldukea fazla oldugu, PLGA-Mag Il ve PLGA-Mag Il + PLGA-EGF
mebranlarda ise 6nemli 6l¢iide azaldigi (Sekil 4.24 b, ¢) acik¢a goriilmektedir. Ne var
ki, elde edilen konfokal goriintiilerinde 6zellikle Mag 11 ile aktiflestirilmis membranlar
tizerinde kirmizi 1is1ma yapan 6lii ya da hasar gormiis bakteriye rastlanmamustir. Bu
durumun Pl 1sima siddetinin Syto 9 tarafindan bastirilmis olmasindan ve Pl
isimasinin floresan altinda ¢ok hizli s6niime gitmesinin yanm sira, boyalar1 yapidan
uzaklastirmak i¢in yapilan yikama islemleri sirasinda olii bakterilerin yiizeyden

ayrilmasi sonucu ortaya ¢iktig: diistiniilmektedir.

4. |PLGA-Mag II b LPLGAMag I+PLGA-EGF

Sekil 4.25 PLGA bazli membranlar {izerinde tutunan E. coli bakteri susuna ait
konfokal mikroskobu goriintiileri (x20)

a. PLGA, b. PLGA-Mag I, c. PLGA-Mag Il + PLGA-EGF
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Benzer durum E.coli susu ile yapilan ¢alismada da gorilmistir. Sekil 4.25°de
verilen konfokal goriintiileri incelendiginde, PLGA bazli yiizeylere tutunan canh
E.coli yogunlugunun Mag 1l ile antimikrobiyal aktivite kazandirilmis olan PLGA-
Mag Il membranda onemli ol¢iide azaldigi saptanmistir. Ne var ki, SEM
goriintiilerinde tespit edilen membran yapis1 bozulmus bakteriler (Sekil 4.25 b, c) Pl

boyama ile konfokal analizi sirasinda gozlenememistir.

Biyomalzeme yiizeylerinde bakteriyal yapisma ve biyofilm olusumunun engellenmesi
icin gelistirilen stratejiler, antibakteriyal bilesiklerin yiizeylere immobilizasyonu ya da
salimi {izerine yogunlasmaktadir. Metal tiirevleri ve antibiyotikler gibi sentetik
yaklagimlarin kullanilmasiyla malzeme vyiizeyleri tizerinde antibakteriyal tabakalar
elde edilebilmektedir. Sentetik yaklasimlarin yani sira bakteriyolitik enzimler (Yuan
vd. 2011), bitkilerden elde edilen ugucu yaglar (Guarda vd. 2011) ve antimikrobiyal
peptidler (Humblot 2009, Hequet vd. 2011 ve Costa vd. 2011) gibi dogal kaynakli
bilesiklerin kullanilmasiyla antimikrobiyal 6zellige sahip malzemelerin gelistirilmesi
mumkiindiir. Bu dogal stratejiler genis bir antimikrobiyal spektruma sahip olan
antimikrobiyal peptidlerin kullanildigi ¢alismalar oldukea ilgi ¢ekicidir. AMP’lerin
kovalent immobilizasyonu ile uzun siireli stabilizasyonun saglandig, toksisitesi diisiik
ve aktivitesi yiiksek yapilarin elde edilmesi 6nemli bir strateji olarak karsimiza
cikmaktadir. Gergeklestirilen proje c¢alismasi kapsaminda, dogal bir AMP olan
Magainin 1l peptidi PLGA bazli nanofibr6z membranlara immobilize edilerek
antimikrobiyal &zellige sahip membranlar elde edilmistir. Immobilizasyon islemi
EDC/NHS aktivasyonu ile gergeklestirilmistir (Wang vd. 2003, Nie vd. 2009). Mag
Il molekiilleri aktif amino gruplart tizerinden PLGA bazli membranlara immobilize
olmaktadir. Mag Il molekiiliiniin yan zincirleri iizerinde de amino gruplar1 oldugu
disiintldiigiinde, Mag 1I’nin immobilizasyon sonrasi yiizey tizerinde herhangi bir
oryantasyona sahip olacagi agiktir (Humblot vd. 2009). Bakteriyal yapisma
calismalarindan elde edilen sonuglar, Mag II’nin yiizey oryantasyonuna bagh
olmaksizin aktivitesini korudugunu gostermektedir. SEM analizinden elde edilen
goriintiiler hem S. aureus hem de E.coli bakterileri i¢in Mag II’nin anti yapisma

ozelliginin yani sira bakterisidal aktivitesini de gostermektedir. Konfokal mikroskobu
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analizinde Mag Il immobilize yiizeyler tizerinde canli bakterilere ait yesil 1s1madaki

azalma, SEM gorintileri ile uyumlu sonuglar vermektedir.

4.10 L929 Fare Fibroblastlar: ile Hiicresel Aktivitenin incelenmesi

Antimikrobiyal peptidlerin yiizeye immobilizasyonu sonucu bakteriyal aktivitenin
engellenmesinin yani sira, kullanilan peptid yapilarin saglikli hiicrelerin iiremesinde
olumsuz bir etki olusturmamasi da énemlidir. Tez ¢alismas1 kapsaminda, Mag Il ile
modifiye edilmis nanofibroz membranlar ile bolim 3.11°de agiklanan sekilde hiicre
kiltir c¢alismalar yiiriitilmis ve Mag Il yapisinin hiicre yapismasi ve iiremesi
tizerindeki etkileri incelenmistir. L929 fare fibroblastlarinin kullanildig: ¢alismalarda
oncelikle 4 saat sonundaki hiicre tutunmas: analiz edilmistir. Antimikrobiyal
aktivitenin incelendigi c¢alismalarda da bakteri yapismast 4 saat sonunda
incelendiginden, saglikli hiicrelerin bu siire sonunda yiizey iizerinde verecegi cevap
onem tasimaktadir. L929 hiicrelerinin 4 saatlik inkiibasyonu sonunda yiizeyler
tizerinden alinan hiicre siispansiyonunda yapilan hemositometrik sayim sonucunda
hiicrelerin  tamaminin yiizeylere tutundugu gorilmistiir. Esitlik 3.2 ile yapilan
hesaplama sonunda hiicrelerin %100’intin yiizeye tutundugu sonucuna varilmistir. Bu
sonu¢ hiicre Kkiiltirtintin erken doneminde, Mag Il peptidinin hiicrelerin yiizeye
tutunmasi tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigin1 gostermektedir. 4 saatlik
inkiibasyon sonunda nanofibr6z membranlara tutunan L929 fare fibroblastlarina

ait SEM goriintiileri sekil 4.26°da verilmistir.
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PLGA/J 100 pm (PLGA/J-Mag I1

Sekil 4.26 1.929 fare fibroblastlarin PLGA ve PLGA/J bazli membran yiizeylerin
tizerindeki hiicre tutunmas1 SEM goriintiileri (4. saat) (x1000)

a. PLGA, b. PLGA-Mag I, c. PLGA-Mag Il + PLGA-EGF
d. PLGA/J, e. PLGA/J-Mag II, f. PLGA/J-Mag Il + PLGA/J-EGF

Sekil 4.26 incelendiginde, 4 saatlik inkiibasyon sonunda yiizeye tutunan hiicre
yogunluklarinin yaklagik ayni oldugu, bununla birlikte EGF igeren biyoaktif
membranlarda hiicrelerin yayilmaya basladigi goriilmektedir. EGF molekiiliiniin
erken donemdeki bu etkisi hiicrelerin membran yiizeyi ile entegrasyonu ve iiremenin
hizlanmasi1 agisindan son derece 6nemlidir. Hiicrelerin inkiibasyonun ardindan
membran yiizeylerde yayilarak kuvvetli yapisma saglamasi bakterilerin yiizeye
ulasmasimi ve enfeksiyon olusumunu engellemede en onemli basamaklardan birini
olusturmaktadr.

Sekil 4.26 d-f’de PLGA/J bazli membranlara ait SEM gorintiileri incelendiginde

jelatin yapisinin hiicre tutunmasi tizerindeki olumlu etkisi agikga goriilmektedir.

Hiicre yapismasinin incelendigi calismalarda hemositometrik sayimdan elde edilen
sonuglar hiicre tutunmasinin - %100 oldugunu gostermekle birlikte, SEM
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caligmalarindan elde edilen sonuglar EGF molekiiliiniin varliginin ve PLGA yapisinda
bulunan jelatinin yiizeye tutunan hiicre morfolojisi agisindan 6nemli oldugu sonucunu

ortaya koymaktadir.

Hiicresel aktivitenin incelendigi ¢ahismalarin ikinci boélimiinde nanofibroz
membranlar tizerindeki L929 fibroblastlarin tireme davranisi boliim 3.11°de agiklanan
MTT analizleri ile incelenmistir. MTT analizlerinden elde edilen sonuglar sekil

4.27’de verilmistir.

B PLGA

B PLGA-Mag

B PLGA-Mag-EGF
HPLGA/)

B PLGA/)-Mag

Absorbans (570 nm)

B PLGA/)-Mag-EGF

1 3 5

Zaman (gin)

Sekil 4.27 MTT analizi ile PLGA ve PLGA/J bazl nanofibr6z membranlar
tizerindeki hiicre canhiliginin takibi

Sekil 4.27°de verilen MTT degerleri incelendiginde, 5 giinliik hiicre kiiltiirti boyunca
hiicrelerin tim membran yiizeylerde dremelerini siirdirdiikleri gorilmektedir.
Bununla birlikte, EGF iceren biyoaktif tabakaya sahip olan ¢ift tabakal
membranlarda hiicre tremesi beklenen sekilde artis gostermistir. EGF molekiiliin
varligi hem erken donem hiicre yapismasinda hem de hiicre tiremesinde etkin

olmustur.
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50 pm | PLGA/J-MagI1 50 pm [PLGA/J-Mag II+PLGA/J-EGF 50 pm

Sekil 4.28 1929 fare fibroblastlarin PLGA ve PLGA/J bazli membran yiizeyler
tizerindeki SEM goriintiileri (2. Giin) (x2000)

a. PLGA, b. PLGA-Mag I, c. PLGA-Mag Il + PLGA-EGF
d. PLGA/J, e. PLGA/J-Mag II, f. PLGA/J-Mag Il + PLGA/J-EGF

L929 fare fibroblast hiicrelerinin nanofibr6z membranlar izerindeki morfolojik
yapilart hiicre Kkiiltiirtintin 2. giintinde gergeklestirilen SEM analizleri ile tayin
edilmistir. Sekil 4.28’de goriinen sekilde ilk 4 saat sonunda tiim yiizeylere tutunan
hiicreler 2. giin sonunda nanofibroz membran yiizeylerde yayilmaya baslayarak ¢ubuk
benzeri fibroblast yapilarmi kazanmaya baslamiglardir. Sekil 4.28°de verilen SEM
goriintileri incelendiginde Mag Il immobilize edilmis yiizeyler dahil tim
membranlarda fibroblastik morfoloji a¢ik¢a goriilmektedir. Bununla birlikte sekil 4.28
b’de Mag Il immobilize edilmis PLGA membran yiizeyde yayilmaya baslayan
hiicrelerin yam sira halen kiiresel formunu koruyan htcrelerin bulundugu da
goriilmektedir. Buna karsin, EGF ile biyoaktiflestirilen ikinci tabakamin varlig: ile
hiicre yayilmasi onemli olgiide artmis ve sekil 4.28 c’de gorildigi sekilde tim
hiicreler yiizeye vyayilarak fibroblastik tabakayr olusturmuslardir. PLGA ile
kiyaslandiginda PLGA-Mag Il + PLGA-EGF yiizeydeki hiicre yogunlugunun daha
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fazla oldugu agikga goriilmektedir. Bu sonu¢ EGF molekiiliiniin beklenen etkisidir ve

MTT analizlerinden elde edilen sonuglar ile uyumludur.

Sekil 4.28 d-f’de bulunan ve PLGA/J bazli membranlara ait gorintiler
incelendiginde, yapiya katilan jelatinin hiicre yayilmasinda olumlu etki sagladigini
soylemek miimkiindiir. Dogal bir polimer olan jelatinin yapiya katilmasi hiicre

tutunmasi ve yayilmasi agisindan PLGA yapiya destek saglamstir.

L929 fare fibroblast hiicrelerin PLGA, PLGA-Mag Il ve PLGA-Mag Il + PLGA-
EGF membranlar iizerindeki yayilma davranisi ve fibroblastik morfolojileri floresan

mikroskobu altinda goriintiilenmistir. Elde edile gortintiiler sekil 4.29°da sunulmustur.
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Sekil 4.29 L929 fare fibroblastlarin a. PLGA, b. PLGA-Mag Il, c. PLGA-Mag Il +
PLGA-EGF membran yiizeyler iizerindeki floresan mikroskobu gériintiileri
(x40) (2. giin)

Sekil 4.29 incelendiginde, hiicre yayilmasinin PLGA nanofibr6z membranlarda
oldugu gibi (Sekil 4.29 a) Mag Il immobilize edilmis yiizeylerde de (Sekil 4.29 b)
fibroblastik morfolojiye uygun olarak gelistigi goriilmektedir. PLGA-Mag 11 +
PLGA-EGF c¢ift tabakali membranlarda ise, EGF varhiginin membran yiizeylere
tutunan ve yayilan hiicre sayisii 6nemli 6lgiide arttirdigi goriilmektedir (Sekil 4.29
). Bu sonuglar, MTT analizleri ve SEM gorintiileri ile uyumludur. Mag Il hiicre
canlihg: tizerinde sitotosik bir etki gostermezken, hiicre morfolojisi ve fibroblastik

yayilma tizerinde olumsuz bir etkiye neden olmamustir.
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5. SONUCLAR

Sunulan tez caligmasinda, antimikrobiyal peptidlerin ve biiyiime faktorlerinin yapiya

katilmasiyla antimikrobiyal-biyoaktif membranlarin hazirlanmasina yonelik ¢alismalar

yapilmastir.

Tez c¢alismasi kapsaminda ilk olarak elektroegirme teknigi kullanilarak
gelisiglizel nanofiber PLGA ve PLGA/J (9:1) (w:w) membranlar1 elde etmek
amaciyla calismalar gerceklestirilmis ve en uygun elektroegirme kosullar1 4
ml sa’ akis hizi, 18 kV voltaj degeri ve 10 cm toplayici uzakhigi olarak
bulunmustur. Elde edilen nanofiberlerin ortalama ¢aplari PLGA ve PLGA/J

membranlar i¢in sirasiyla 715+45 nm ve 6254225 nm olarak hesaplanmistir.

Elde edilen nanofibréz membranlara Mag II'nin kovalent immobilizasyonuyla
PLGA ve PLGA/J nanofibr6z membran yiizeylerinde antimikrobiyal etkiye sahip
bir tabaka olusturulmustur. immobilizasyon islemi sonucunda immobilizasyon
verimliliginin  hesaplanmas1 amaciyla floresan spektroskopisi ile analiz
gerceklestirilmis ve PLGA membran iizerinde 0.2 pg/em’ Mag Il immobilize

oldugu saptanmustir.

Mag Il immobilizasyonu ile yiizeylere yapisan bakteri sayisinda % ~50 oraninda
azalma saglanmistir. Boylelikle, PLGA bazli yapilara antimikrobiyal ozellik
kazandirilmas: amaciyla antibiyotik kullanimi veya giimiis nanopartikiillerin
yapiya katilmasi gibi sentetik yontemlere 6nemli bir alternatif gelistirilmistir.
Bununla birlikte, Mag Il immobilizasyonu PLGA bazli membranlarin yiizeylerinde
toksik etkiye neden olmamis, L929 fare fibroblast hiicreleri yiizeylere yapisarak
tiremeye devam etmislerdir. Sentetik bazli yaklasimlarda karsilasilan tokisite

problemi, dogal kaynakli Mag Il varhiginda gézlenmemistir.

Tez caligmas1 kapsaminda ¢ift tabakali yapiy1 olusturmak amaciyla elektroegirme
yontemiyle EGF iceren PLGA ve PLGA/J] membranin iretilmesi amaciyla
caligmalar ylriitilmiistiir. Gergeklestirilen ¢aligmalar sonucunda PLGA derisimi %

19.6 ve PLGA ¢ozeltisinin EGF ¢ozeltisine oran1 1.2 (v/v) olarak bulunmustur.

85



EGF igeren PLGA ve PLGA/J elektroegirme kosullar1 ise 3.5 ml sa’ akis hizi,
19 KV voltaj degeri ve 10 cm toplayict uzakligi olarak bulunmustur. Elde
edilen nanofiberlerin ortalama c¢aplari PLGA-EGF ve PLGA/J-EGF

membranlar i¢in sirasiyla 280+£100 nm ve 1090+90 nm olarak hesaplanmistir.

e PLGA ve PLGA/J membranlarin yapisina katilan EGF, hiicre yapismasi ve
tremesini arttirict yonde etkiye neden olmustur. Hem antimikrobiyal hem de
biyoaktif 6zelliklerin bir arada bulundugu cift tabakali PLGA bazli membranlarda,
hizli bir hiicre yapismasi ve iiremesi gozlenirken, bakteriyal aktivitenin yavasladigi
ve yiizeylere tutunan bakteri sayisinda azalma oldugu sonucuna varilmistir. Bunun
yani sira EGF varliginin bakteri ¢ogalmasina herhangi bir etkisinin olmagi EGF
varliginda yapilan c¢alismalarda bakteri sayisinin 6nemli Ol¢iide degismedigi

sonucuna varilmistir.

e Son olarak elde edilen ¢ift tabakali membran kullanilarak gergeklestirilen EGF
salim c¢alismast ELIZA testi kullanilarak analiz edilmistir. Salim ¢aligmasi
sonucunda EGF'in % ~45'inin hizli salim (burst release) olarak salindigi ve kalan

kisminin 14 giinliik stirede salindig1 sonucuna varilmistir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasi kapsaminda, antimikrobiyal peptid immobilizasyonu
stratejisinin, hiicre digt matriks yapiya benzer yapilarin elde edilebilmesi nedeniyle
doku mihendisligi uygulamalarinda siklikla kullanilan elektroegirme yontemi ile
elde edilen membran yapilarda da etkin olacagi sonucu ortaya ¢ikmistir. Calisma
kapsaminda elde edilen bu temel sonuclar, bakteri yapismasinin inhibe edildigi,
saglikli hiicrelerin ise aktif oldugu bifonksiyonel biyomalzemelerin gelistirilmesi igin
onem tasimaktadir. In vitro ortamlarda elde edilen bu sonuglar, in vivo ortamda
biyomalzeme yiizeyine dogru gerceklesen ‘yarisin’ hiicreler tarafindan kazanilarak
bakteri kolonizasyonunun ve buna bagl enfeksiyonlarin énlenmesi igin 6nemli bir

model olusturmaktadir.
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