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OZET

HYPERICUM PERFORATUM YAG EKSTRAKTI YUKLU YARA ORTU
MALZEMESI URETIMI

TOPUZ, Hilal
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik Anabilim Dal1, Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Murat INAL
Agustos 2019, 95 sayfa

Yara ortiileri genellikle iyilesme prosesinin hizi iizerinde kiigiik bir gorev
iistlenmektedir. Bu yiizden c¢esitli etkenlerle kombine edilmelidir. Bu tez
caligmasinda yara Ortiistiniin fiziksel bir bariyer olmasinin yan1 sira dogal hiicre disi
matriksi taklit eden poli(2-hidroksietil metakrilat) (PHEMA) liflere, halk tibbinda
pek ¢ok hastaligin tedavisinde kullanimi oldukga yaygin olan Hypericum perforatum
yag ekstrakti  (HPYE) hapsedilmesiyle 1iyilesme siiresinin  kisalacagina
inanilmaktadir. Ayrica HPYE yiikli PHEMA liflere poli([2-(metakriloiloksi)etil]
trimetilamonyum kloriir) (PMETAK) ilavesiyle hijyenik yiizeylerin alaninin
bliyliyecegi diisliniilmektedir.

Caligmamizda kolay uygulanabilir bir yontem olan elektroegirme yontemiyle islem
parametreleri ayarlanarak HPYE yiiklii PHEMA temelli lifler tiretilmistir. PHEMA
lifler sentezlenirken, onlara antimikrobiyal 6zellik kazandirmak amaciyla %10 (w/w)
oraninda PMETAK ilave edilmistir. PHEMA-PMETAK lifler (PHM-PMKNF) %10,
20 ve 40 (v/w) oraninda HPYE igerecek sekilde olusturulmustur (sirasiyla HP10,
HP20 ve HP40 olarak kisaltilmistir). PHEMA temelli liflerin morfolojisi ve lif
caplar1 taramali elektron mikroskobu (SEM), HPYE igerikleri termogravimetrik
analiz (TGA) ve yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) c¢alismalari,
fonksiyonel gruplarindaki degisimler fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi

(FTIR) ve PMETAK varligi elemental analiz ile incelenmistir. Liflerin



sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in insan fibroblast hiicreleri kullanilarak MTT testi
yapilmigtir.  Staphylococcus aureus ve Escherichia coli bakterilerine karsi
antibakteriyel aktiviteleri degerlendirilmistir. Yara Ortii malzemesinin, Serbest
radikalleri yok ederek yara iyilesmesine katkisinin bir Olglisii olan antioksidan
etkisinin incelenmesi i¢in 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderme testi
yapilmustir.

Caplar1 344 ile 380 nm arasinda degisen HPYE yiikli PHEMA-PMETAK lifleri elde
edilmistir. Karakterizasyon caligmalart HPYE ve PMETAK varligin1 kanitlamistir.
Elde edilen MTT sonuglarina gore yara Ortiilerinin toksik o6zellik gostermedigi
belirlenmistir. Elde edilen HPYE yiikli liflerin hem S. aureus hem de E.coli
bakterilerine karsi1 %100 inhibisyon gosterdikleri bulunmustur. PHEMA-PMETAK
lifinin ve sirasiyla %10, %20 ve %40 HPYE igeren PHEMA-PMETAK liflerinin
DPPH radikal temizleme aktivitesi sirasiyla %3.86, %27.54, %64.40 ve %86.12

olarak elde edilmistir.

Elde edilen biitiin sonuglar degerlendirildigi zaman, tilkemizde ilk defa Hypericum
perforatum yag ekstraktinin PHEMA temelli liflere hapsedilmesiyle iiretilen yara
ortiileri, antibakteriyel ve antioksidan aktivitelere sahip olmalar1 ve toksik etki
gostermemeleri  nedeniyle  potansiyel  yara  Orti  malzemesi  olarak

kullanilabileceklerini gostermislerdir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum Perforatum, Poli(2-hidroksietil metakrilat), Poli([2-

(metakriloiloksi)etil] trimetilamonyum kloriir), Elektroegirme, Yara Ortiisii



ABSTRACT

PRODUCTION OF WOUND DRESSING MATERIAL LOADED HYPERICUM
PERFORATUM OIL EXTRACT

TOPUZ, Hilal
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Bioengineering, Master Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Murat INAL
Aug 2019, 95 pages

Wound dressings generally play a small role on the accelarition of the healing
process. Therefore, it should be combined with various factors. In this thesis, besides
being a physical barrier, the healing process is believed to be shortened by
encapsulating Hypericum perforatum oil extract (HPYE) which is widely used in the
treatment of many diseases in folk medicine to the poly(2-hydroxyethyl
methacrylate) (PHEMA) fibers simulated the natural extracellular matrix.
Furthermore, the area of hygienic surfaces will be increased by adding poly([2-
(methacryloyloxy)ethyl]trimethylammonium chloride) (PMETAC) to PHEMA fibers
loaded HPYE.

In our study, the process parameters were adjusted by electrospinning method which
is an easily applicable method, and the fibers loaded Hypericum perforatum oil
extract based on PHEMA were produced. When synthesizing PHEMA fibers, 10%
(w/w) PMETAC was added to give them antimicrobial activities. PHEMA-PMETAC
fibers (PHM-PMKNF) were formed to contain HPYE at 10, 20 and 40% (v/w)
(abbreviated as HP10, HP20, and HP40, respectively). The morphology and
diameters of PHEMA based fibers were determined by scanning electron microscopy
(SEM), the content of HPYE was demonstrated by termogravimetric (TGA) and high

pressure liquid chromatography (HPLC) analyses. Changes in functional groups



determined by infrared spectroscopy (FTIR) and the presence of PMETAC
demonstrated by elemental analysis. MTT test was performed using human fibroblast
cells to evaluate the cytotoxicity of the fibers. Antibacterial activity against
Staphylococcus aureus and Escherichia coli strains were evaluated. 2, 2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging assay was performed to examine the
antioxidant effect of the wound dressing in order to measure of its contribution to

wound healing by eliminating free radicals.

The diameters of PHEMA-PMETAC fibers loaded HPYE were obtained ranging
from 344 to 380 nm. Characterization studies were demonstrated the presence of
HPYE and PMETAC. According to results obtained from MTT, it was determined
that none of the wound dressings were cytotoxic. The obtained HPYE loaded fibers
were found to show 100% inhibition against both S. aureus and E. coli bacteria. The
DPPH radical scavenging activities of PHEMA-PMETAC fibers and PHEMA-
PMETAC fibers that contain 10%, 20% and 40% HYPE were obtained 3.86%,
27.54%, 64.40% and 86.12% respectively.

When all obtained results were evaluated, the wound dressings produced by the
encapsulating of Hypericum perforatum oil extract in PHEMA based fibers for the
first time in our country showed that they have potential antibacterial and antioxidant
activities and could be used as a potential wound dressing material due to their non-

toxic effects.

Key Words: Hypericum Perforatum, Poly(2-hydroxyethyl methacrylate), Poly([2-
(methacryloyloxy)ethyl]trimethylammonium chloride), Electrosppinning, Wound
Dressing
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1. GIRIS

Canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigliniin travma, cerrahi girisim ya da
hastaliklar gibi farkli nedenlerle bozulmasina yara denir (Witte vd., 1997; Broughton
vd., 2006a; Gurtner vd., 2007; Charles vd., 2009). Yara, onarim siirecine bagli olarak
akut veya kronik yara olarak siniflandirilabilir. Yetersiz bir tedavi sonucu doku
onarim siireci basarisiz olursa, kronik yaralar meydana gelir. Bu kronik dermal
yaralanmalar, hastalarin yasam kalitesini olumsuz etkiler, bunun yani sira bakim
ihtiyaclar 6zellikle gelismekte olan {ilkeler i¢in olduk¢a Onemli bir sorun teskil

etmektedir.

Yara, bazi durumlarda kendiliginden iyilesebildigi gibi bazen de bazi fiziksel,
kimyasal ve biyolojik faktorler iyilesmeyi engeller. Bu gibi durumlarda yara yiizeyi
ideal bir yara ortii malzemesi ile kapatilarak yara ara yiizeyinde nemli bir ortam
saglanip doku dis etkenlere karsi korunur. Ideal bir yara 6rtii malzemesinin gaz
aligverisine izin vermesi, yara ara yliziinde nemli bir ortam saglamasi, yara iizerinden
travma olusturmadan kolayca kaldirilabilmesi, mikroorganizmalara kars1 bir bariyer
olusturmasi, kan ve yaradan sizan sivilar1 absorblamasi gerekmektedir. Ayrica,
antimikrobiyal, toksik olmayan, biyolojik olarak uyumlu ve yaranin iyilesmesini
tesvik eden minimal islem gerektiren bir biyolojik malzemeden yapilmis olmasi
gerekmektedir (Jayakumar vd., 2011; Wang vd., 2012). Iyilesme siirecini kisaltmak
ve derinin kisa siire i¢inde yap1 ve iglevini yeniden kazanmasina katki saglamak i¢in

yeni yara Ortii malzemelerinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir.

Etkili bir bicimde kullanilabilecek ve aranilan biitlin gereksinimleri karsilayabilecek
bir yara ortli malzemesi gelistirmek i¢in bu malzemenin yapisal olarak uyarlanabilir
ve Ozelliklerinin kontrol edilebilir olmas1 gerekmektedir. Bu amacla son yillarda
elektroegirme yontemi ile elde edilen nanoliflerin kullanimi artmistir
(Dongargaonkar vd,, 2013; Abdelgawad vd., 2014; Jin vd., 2014). Elektroegirme
teknigi, mikro veya nano boyutlarda liflerin elde edilmesinde kullanilan basit,
kurulumu ucuz, hizli, siire¢ parametrelerinde rahatlikla degisiklik yapilabilen,

kullanilabilecek polimerlerin ¢ok genis bir cesitlilik gosterdigi, ticari iiretime



elverisli bir islemdir. Bu islemde, bir siringa yardimiyla polimer ¢ozeltisi kilovolt
seviyesinde yliksek voltaj ile yliklenmis iki plaka arasinda olusturulan bir ¢ekim alant

ile bir plakadan digerine ¢ekilmekte ve bu sekilde lifler olusturulmaktadir.

PHEMA, Klinik kullanim i¢in ABD Gida ve Ila¢ Dairesi tarafindan onaylanmis bir
poli (a-hidroksietil metakrilat) tiirevidir (Luke vd., 2002). PHEMA toksik olmayan
iyi biyouyumluluga, kimyasal stabiliteye, mekanik ozelliklere, esneklikge ve aym
zamanda yiiksek hidrasyon derecesine sahip sentetik bir polimerdir. Canli dokuya
benzer mekanik Ozelliklere ve su igerigine sahip PHEMA hidrojeller bir¢ok
biyomedikal uygulama icin ideal bir aday haline gelmistir. Bununla birlikte PHEMA
nanoliflerin yara ortli malzemesi olarak kullaniminda sinirl sayida ¢alisma vardir

(Alizadeh vd., 2014).

Cilt yaralarinin acil bakiminda yara iyilesmesinin hizlanmasii saglamak igin
mikrobiyal enfeksiyonun dnlenmesi ¢ok onemlidir. Bundan dolay1 da ideal bir yara
ortli materyalinin antimikrobiyal bir 6zellikte olmas1 gerekmektedir. Antimikrobiyal
madde olarak diisiik molekiil agirlikli maddeler yerine polimerik malzemelerin
kullanilmast hijyenik yiizeylerin alanin1 biiyliterek yara Ortiilerininin zararh
mikroorganizmalarla temasinda o6ldiirme yetenegini arttiracagi diisiiniilmektedir.
Poli([2-(metakriloiloksi) etil] trimetilamonyum kloriir) (PMETAK) bir dordiinciil
amonyum tuzu olarak iyi antibakteriyel ozellikler, diisiik toksisite ve cilt tahriginin
diisiik olmas1 gibi viicutta kullanim i¢in Onemli 6zelliklere sahiptir. Polikatyonik
yapiya sahip dordiinciil amonyum gruplar1 bakteri hiicre duvarindaki negatif yiik ile

etkilesime girmektedir.

Hypericum peforatum oziitleri romatizma, yanik, kabiz, yara ve yanik iyilestirici,
clirtik, sis, depresyon, kurt diisiiriicti (Greeson vd., 2001), antiseptik ve enflamasyon

tedavileri i¢in ilag olarak yillardir geleneksel tipta kullanilmaktadir (Hunt vd., 2001).

Hypericum peforatum, ilkemizde yara ve yanik iyilestirmede geleneksel
kullanimiyla tinliidiir. Hypericum peforatum 6ziitlerinin yara iyilesme aktivitesi esas

olarak kollajen tiretiminin uyarilmasindaki artistan ve hasarli bolgeyi kapatarak yara



onariminda  rol  oynayan  fibroblast  hiicrelerinin  poligonal  sekillere

doniistiiriilmesinden kaynaklanmaktadir (Oztiirk vd., 2007).

1.1. Yara

Canli dokunun anatomik ve fonksiyonel biitiinliigiiniin travma, cerrahi girisim ya da
hastaliklar gibi farkli nedenlerle bozulmasina yara denir (Witte vd., 1997; Broughton
vd., 2006a; Gurtner vd., 2007; Charles vd., 2009). Bir dokunun yaralara bagli olarak
normal baglantisindaki bozulma nedeniyle, cilt koruyucu roliinii kaybedebilir ve
enfeksiyon birikimi istenmeyen sonuglara neden olabilir (Pourhojat vd., 2017).
Yaralar tiplerine gore akut ve kronik yaralar olmak iizere ikiye ayrilirlar. Yaraya
neden olan etkenin gegici oldugu, kabul edilebilir siirede iyilesme siirecinin
tamamlanip fonksiyonel kapasitenin ve doku biitiinliigiiniin saglandig1 yaralara akut
yaralar denir. Kronik yaralar ise devamli bir etkenin neden oldugu yavas veya az

ilerleme gostererek ¢ok sik tekrarlayan ve iyilesme ile sonuglanmayan yaralardir.
1.2. Yara lyilesmesi
Yara iyilesmesi, koordinasyon i¢inde i¢ ice gecmis hiicresel ve biyokimyasal

olaylardan olusan bir siiregtir (Brown vd., 1997). Sekil 1.1'de gosterildigi gibi yara
tyilesmesi temelde birbiriyle baglantili {i¢ fazda gercgeklesir.
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Sekil 1.1. Zamana gore yara iyilesme fazlar

1.2.1. inflamatuar Faz

Doku hasarinin hemen ardindan baslar. Doku yaralanmalarina verilen ilk cevap
inflamasyon ve hemostazdir. Bu asamanin fonksiyonel oncelikleri hemostazin
saglanmasi, Olii dokularin ortamdan wuzaklastirilmasi, bakteri ve uyaranin
siirlandirilmasi ve invaziv enfeksiyonlarin dnlenmesidir (Emiroglu ve Kaya, 2010).
Mast hiicreleri, fibroblast ve makrofaj gibi bag doku tiyeleri inflamatuar fazda gérev
alan hiicrelerdir. Inflamatuar fazda oncelikle hemostaz baglar. Yara bolgesindeki
bakterileri ve patojen maddeleri uzaklastirmak i¢in kanama meydana gelir. Damar
duvar1 zedelendiginde, agilan damar duvarindaki kollajenler trombositlerle temas
eder ve Hageman faktoriinii (faktor XII) aktive ederler (Broughton vd., 2006b;
Gurtner, 2007). Bu da trombositlerin sekresyonunu, biiyiime faktorlerinin ve
sitokinlerin salimmi saglamaktadir (Broughton vd., 2006a, 2006b; Gurtner, 2007;
Gantwerker ve Hom, 2012). Dolasimdaki trombositler hareketle yarali alanda
toplanirlar. Boylece hem damar duvarina hem de birbirlerine yapisarak fibrin matriks
iginde primer bir trombosit tikact olustururlar (Eming vd., 2007; Gurtner vd., 2008).
Trombosit agregasyonu ile koagililasyon sistemi aktive edilmis olur. Bunun

sonucunda, pihtilasma faktorleri protrombini trombine, fibrinojeni fibrine



doniistiirerek pihtiyt meydana getirir. Meydana gelen pihti, agiga ¢ikan dokularin
kisa siireli korunmasmi saglar ve hiicre gogiinii saglayacak gecici bir matriks
olusturur. Pihti meydana geldikten sonra inflamasyon safhasi gelisir. Trombositler
tarafindan tiretilen sitokinler ve kemokinler yarali alanin vazodilatasyonunu ve

anjiyogenezisini aktif hale getirir (Martin, 1997).

Yaralanmadan birkag saat sonra ndtrofil ve monositler pihti igerisinde yer alirlar. Bu
hiicreler yara bolgesine geldiginde cesitli ¢evresel faktorlerin etkisiyle aktif hale
gelirler. Notrofillerin gorevi, fagositoz ve proteaz salimi ile bakterilerle savasmak ve
hiicre kalintilarin1 ortamdan uzaklastirmaktir (Monaco ve Lawrence, 2003;
Broughton vd., 2006b; Gurtner, 2007). Monositler ise makrofaja doniiserek
bakterileri oldiiriip bakterileri ve 6lii dokular1 fagosite eder. Ayrica sitokinleri ve
cesitli biiyime faktorlerini salgilarlar. Bu biiylime faktorleri ve sitokinler endotelyal
hiicreleri, keratinositleri ve fibroblastlar1 aktive ederek yara bdlgesinde onarimi
baslatir (DiPietro, 1995). Makrofajlar ile aktive edilen lenfositlerin cevabi antijene
6zgldiir, antijenin belirlenmesiyle ona 6zgiil lenfositler lenf diiglimlerinde ¢ogalir ve

savasmak icin bolgeye gonderilir (Peterson vd., 2014).

1.2.2. Proliferasyon Faz1

Inflamasyon safhasmin bitimine dogru baslar. Inflamasyonun yatigmasini takiben
fibroblastlarin yara alanindaki sayilarinda artis meydana gelir. Fibroblastlar fibrin
agmi parcalar ve yeni dokunun saglamligimi saglayan kollajen liflerin olusumunu
baglatirlar (Clark, 1993). Bu evrede yaradaki graniilasyon dokusunun olusumu,
epitelizasyon ve yara kontraksiyonu gerceklesir. Yeni damarlanma ile graniilasyon
dokusu yara boslugunu doldurmaya baglar. Bir sonraki adim yara kontraksiyonudur.
Yara daralmasi ile yara boyutunda kiiciilme meydana gelir. Bu olayda
miyofibroblastlarin rolii biiyiiktiir. Proliferasyon fazi, graniilasyon dokusunun olusup

epitelizasyonun tamamlanmasi ile sona erer.



1.2.3. Yeniden Sekillenme Fazi

Yara iyilesme siirecinin son basamagi olan ve yillarca siirebilen bu evrede fibroblast
aktivitesi azalir; kollajen, fibronektin ve proteoglikanlar yeniden sekillenir ve yara
alani etrafinda olusur (Boateng vd., 2008). Bu evrede tip Ill kollajen zamanla tip |
kollajene doniisiir. Yara kapanmasinin bir kismi bu evrede gelisir. Yaranin rengi

acilir ve hiicre dis1 matriks geri kazanilir.

1.3. Yara Iyilesmesini Etkileyen Faktorler

Derinin anatomisini ve fizyolojisini, iyilesme siirecinin fazlarini, yara tiplerini ve
yara onarim tiplerini tam olarak anlamak, yara iyilesmesini zorlastirabilen veya
geciktirebilen faktorleri tanimak igin esastir. Cok sayida faktor, yara iyilesmesinde
bozulmaya neden olabilir. Genel olarak onarimi etkileyen faktorler lokal ve sistemik
olarak smiflandirilabilir. Lokal faktorler, yaranin 6zelliklerini dogrudan etkileyen
faktorlerdir, sistemik faktorler ise bireyin iyilesme yetenegini etkileyen genel saglik
veya hastalik durumudur. Bu faktorlerin ¢ogu birbiriyle iliskilidir ve sistemik
faktorler yara iyilesmesini etkileyen yerel etkiler yoluyla etki eder (Gua ve DiPietro,
2010).

e Lokal Faktorler (Hess vd., 2011)

— Oksijenizasyon

— Enfeksiyon veya anormal bakteri varligi
— Nekroz

— Basing

— Travma ve 6dem

— Yabanci cisimler

¢ Sistemik Faktorler (Gua ve DiPietro, 2010; Hess vd., 2011)

— Yas ve cinsiyet

— Viicut tipi



— Kronik hastaliklar

— Immiinsupresyon ve radyasyon tedavisi
— Beslenme

— Stres

— Tllaclar

— Alkoliklik ve sigara

1.4. Yara Ortiileri

Yara, bazi durumlarda kendiliginden iyilesebildigi gibi bazen de bazi fiziksel,
kimyasal ve biyolojik faktorler iyilesmeyi engeller. Bu gibi durumlarda yara yiizeyi
ideal bir yara ortii malzemesi ile kapatilarak yara ara yiizeyinde nemli bir ortam
saglanip doku dis etkenlere karsi korunur. Ideal bir yara ortii malzemesinin gaz
aligverisine izin vermesi, yara ara yiiziinde nemli bir ortam saglamasi, yara iizerinden
travma olusturmadan kolayca kaldirilabilmesi, mikroorganizmalara kars1 bir bariyer

olusturmast, kan ve yaradan sizan sivilar1 absorblamasi gerekmektedir.

Yara ortiileri bitkiler, hayvansal yaglar ve ballarin ham uygulamalarindan doku
miithendisligi iskelelerine kadar yillar gectikce gelismistir. Yara Ortiileri farkh
sekillerde siiflandirilmaktadir. Bu siniflandirmalardan biri de pasif ortiiler, interaktif
ortiiler ve biyoaktif ortiiler seklinde yapilmaktadir (Paul vd., 2004). Pasif ortiiler ham
pamuk, dogal ya da sentetik bandajlar1 ve gazli bezleri igerir. Birincil veya ikincil
sargilar olarak kullanilabilirler veya her biri belirli bir islevi yerine getiren ortiilerin
bir parcasini olusturabilirler. Topikal farmasotik formiilasyonlarin aksine bu ortiiler
kuru olup nemli yara ortami saglamazlar. interaktif yara ortiileri yapisinda polimerik
film veya kopiik bulunduran, su buhar1 ve oksijene karst gegirgenlik potansiyeline
sahip seffaf goriiniimdeki ortiilerdir. Cok az seviyede yaradan sizan sivilarin olusumu
gozlenen yaralarin tedavisinde tercih edilir. Biyoaktif yara ortiileri ise barindirdiklar
etken ajanlarin kontrollii salimi1 ve kendi fonksiyonel o6zellikleri sayesinde yara

tyilesme siirecinde aktif olarak gorev almaktadirlar.



Iyilesme siirecini kisaltmak ve derinin kisa siire iginde yap1 ve islevini yeniden
kazanmasina katki saglamak icin yeni yara ortli malzemelerinin gelistirilmesi dnem
arz etmektedir. Modern yara ortiileri tretildikleri materyallere, fiziksel sekillerine ve
etken madde igeriklerine gore siniflandirilabilir. Modern yara ortiileri i¢inde birim
kiitle basina cok genis yiizey alani, ¢ok gozenekli mikro yapisi, yiiksek gaz
gecirgenligi ve fibriller arasi kiiciik gbzenek boyutu ile dogal hiicre dist matrise
(ECM) cok benzemeleri sebebiyle nano/mikro liflerin kullanimi son yillarda biiytik
onem kazanmustir. Elektroegirme yontemi ile elde edilen gbzenekli nanoliflerin
dogal ECM'yi mikromorfolojik olarak taklit edebilmesi, nano dlgekte ylizey yapisi ve
ozellikleri yara iyilesmesi icin arzu edilen hiicrelerin yapigsmasi ve ¢ogalmasi gibi
hiicre davraniglarin1  arttirmaktadir.  Ayrica polimerlerin  biyolojik  olarak
parcalanmasiyla, Ortii malzemesinin yapist zaman icinde buna uygun olarak
degiserek tohum hiicrelerinin ¢gogalmasina ve kendi dogal ECM'lerini {iretmesine izin

vermektedir (Zhong vd., 2010; Braghirolli vd., 2014).

Fiziksel ozelliklerin Otesinde, nanolifler yara iyilesme siirecini gelistirmek icin
terapotikler, biiyiime faktorleri ve antifungaller gibi biyoaktif bilesenler ile
birlestirildikten sonra biyolojik islevselligi ifade edebilir veya koruyabilir. Lif
ortlilerin ig¢ine ilaglar ve ¢esitli aktif maddeler eklenebilir. Liflerden ila¢ salimi

egirme kosullarinin optimizasyonu ile degistirilebilir ve kontrol edilebilir (Choi vd.,
2015; Li vd., 2017).

1.5. Elektroegirme

Nanolif iiretimi i¢in kullanilan en yaygin yontem eletroegirmedir. Elektroegirme,
yiiksek voltaj kullanarak mikronalti ¢ap araliginda ¢ok ince lifler tireten mekaniksel
ve elektriksel bir tekniktir. Elektroegirme islemi, nanolif sentezi igin yiiksek bir
elektrik alandaki elektrostatik itme kuvvetlerinin kullanildig1 elektrostatik prensibe
dayanmaktadir. Elektroegirmenin tarihi William Gilbert'in sivilarin elektrostatik
cekimini ilk kaydettigi 1600 yilina dayanmaktadir. Bu yontemin daha ileri
aragtirmalart 19. yiizyilin sonlarinda Rayleigh (1882), Formhals (1930'lar) ve Taylor
(1960) gibi arastirmacilar tarafindan gerceklestirilmistir.


https://021052bw9-y-https-www-sciencedirect-com.proxy.kirikkale-elibrary.com/science/article/pii/S0928098718302562#bb0050
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Temel bir elektroegirme diizenegi toplayici, pompa, igne ve yiiksek voltaj
kaynagindan olusur. Lifli membranlar, polimerik bir siviya yiliksek gerilim
potansiyeli uygulanarak olusturulur. Elektroegirme sirasinda ignenin ucundaki
polimer yiiksek gerilime maruz kalir. Boylelikle ignenin ucundaki polimer damlacigi
uzamis bir Taylor konisine doniigiir. Yiikk yogunlugu kritik bir degeri astiginda,
polimer ¢Ozeltisinin yilizey gerilimi asilir ve ince lifler igne ucundan iletken bir
toplayiciya toplanir. Lifler toplayiciya gegerken c¢oziicii, polimer c¢oOzeltisinden
buharlasir. Genelde 50-5000 nm araliginda lif ¢aplar1 elde edilir (Ramakrishna vd.,
2006).

Yiiksek esneklige ve cok yonliiliige sahip bu yontem, hemen hemen her sentetik ve
birgok dogal polimerden, kontrol edilebilir gozenek yapisina sahip siirekli ve
homojen nanolifler ve yapilar liretmek icin benzersiz avantajlar saglar. Yiiksek
gozeneklilige ve biiyiik ylizey/hacim oranma sahip elektroegirilmis lifler ¢esitli
alanlarda, 6zellikle antibakteriyel aglar (Gao vd., 2014), hemostaz matlar1 (Jiang vd.,
2014), yara ortiileri (Zahedi vd., 2009) ve ila¢ salim sistemleri (Meinel vd., 2012;
Balaji vd., 2015; Hu vd., 2017) gibi biyomedikal uygulamalarda uygulanmistir. Bu
nanolifler 6zellikle doku miihendisliginde (Cui vd., 2010) kullanishdir, c¢ilinkii
nanolifli membranlar dogal hiicre dis1 matrise benzerdir ve hiicrelerin gogalmasini ve

goctinti (Bhardwaj ve Kundu, 2010) arttirirlar.

: Taylor konisi | Jet akum \

Metal uc

Toplayic1

Voltaj kaynag

Sekil 1.2. Elektroegirme diizenegi



Elektroegirme islemini etkileyen faktorler (Cizelge 1.1); ¢ozelti 6zellikleri, ¢aligma
parametreleri ve ortam parametreleri olarak siniflandirilabilir (Ramakrishna vd.,
2005). Bir elektroegirme islemi sirasinda elektroegirilmis jete etki eden dort ana
kuvvet vardir: yiizey gerilimi, Coulomb kuvveti, viskoelastik kuvvet ve elektriksel
kuvvet (Reneker vd., 2000; Ding vd., 2006; Pontrelli vd., 2014; Ghorani & Tucker,
2015). Kusursuz lifler iiretmek igin g¢alisma parametreleri ve ¢ozelti Ozellikleri

tarafindan yonlendirilen kuvvetler iyi dengelenmelidir.

Polimer ¢ozeltilerinin 6zellikleri elektroegirmeyi etkileyen en karmasik faktorlerden
biridir. Uygun c¢ozelti oOzellikleri belirlendikten sonra c¢alisma parametreleri
ayarlanabilir. Ayni polimer ¢dzeltisini egirmek i¢in ¢alisma parametrelerinin farkli
kombinasyonlar1 uygulanabilir. Cevre kosullar1 elektroegirmede son derece
onemlidir. Ciinkii sicaklik ve nem ¢o6ziicii buharlasma hizim1 ve lif katilasmasini

dogrudan etkilemektedir (Pelipenko vd., 2013).

Cizelge 1.1. Elektroegirme prosesini etkileyen faktorler

Cozelti Ozellikleri Caliyma Parametreleri Ortam Kosullar:
Yiizey gerilimi Akis orani Sicaklik
Viskozite Delik ¢ap1 Nem
Konsantrasyon Voltaj
Zincir yapisi Igne ucu ile toplayict
Molekiiler agirlik ve arasindaki mesafe
dagilim Toplayici tipi ve hareketi
Iletkenlik
Buhar basinci

1.5.1. Elektroegirme Teknikleri

Standart elektroegirme yonteminin verimliligini arttirmak icin c¢esitli teknikler

gelistirilmistir. Bu yontemler asagida verilmektedir.
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e Tek igneden Coklu Jetler

Genellikle tek igne elektroegirmesinde (SNE) elektrik alanin uygulanmasiyla Taylor
konisinden bir tek jet olusur. Bir SNE kurulumunda ¢oklu jetlerin olusumu iki olast
mekanizmaya baglanmistir: Elektrik alan dagilimindaki belirgin farklilik ve igne
ucunun bir miktar ¢ozelti ile ttkanmasi. Bir baska yaklasimda, bir SNE sisteminde
coklu Taylor konilerinden c¢oklu jetlerin olusumu ic¢in kavisli bir toplayici

kullanilmistir (Vaseashta, 2007).

e Coklu ignelerden Coklu Jetler

Cok igneli elektroegirme (MNE) sistemi, verimliligi arttirmanin basit bir yoludur ve
aym c¢oziiciilerde kolayca ¢oziinemeyen polimerlerden kompozit lifler liretmek i¢in
basit bir tekniktir. Cok igneli elektroegirme sisteminde igne sayisi, igne numarasi ve

igne konfiglirasyonu dnemli bir rol oynamaktadir.

Ding vd. (2004), dort hareketli siringa ve topraklanmis donebilen tiibiiler toplayicili

MNE diizenegi ile biyolojik olarak pargalanabilen nanolifli matlar tiretmislerdir.

Farkli konumlardaki igne uglar tlizerindeki diizensiz elektrik alani, igne tikanmasi,
kararsizlik sorunlar1 (damlayan veya calismayan igneler gibi) ve diizensiz lif

birikmesi MNE sistemlerinin en 6nemli sinirlamalaridir (Yang vd., 2010).

e Ignesiz Sistemlerden Coklu Jetler

Bu islemde, uygulanan elektriksel voltaj siddetinde mezoskopik Olgekte
kendiliginden organize olan iletken sivi dalgalar1 jetler olusturur. Ignesiz
elektroegirme sistemi kullanildiginda nanoliflerin {iretim hizini arttirma sansi ¢oklu
jet kullammi nedeniyle daha vyiiksektir. Ignesiz elektroegirmenin iiretim hizi,
geleneksel elektroegirme isleminin 12 katidir, ancak daha genis ¢apli dagilim
olusturmaktadir (Nayak vd., 2012).
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1.5.2. Elektroegirilmis Nanoliflere Aktif Ajanlarin Yiiklenmesi

flag saliminda kullanilan elektroegrilmis nano/mikro liflerin insas1 igin cesitli

yontemler kullanilabilir. Bu yontemler birkag sinifa ayrilabilir.

a b c d
Polimer
- gozeltisi
I Akiif ajan
gozeltisi
I Altif ajan
gozeltisi
— L P *
AT ¥ ¥ Ld
i i -
| [ * w - L x
L L
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N ® o .
- e £ 3 L

Sekil 1.3. (a) karigtirma, (b) koaksiyel elektroegirme, (¢) emiilsiyon elektroegirme ve
(d) yiizey modifikasyonu
e Karistirma

Bu yontemde liflerin igine hapsedilecek aktif ajanlar polimer ¢ozeltisi iginde
¢ozdiiriiliir veya dagitilir. Basit bir ydntemdir. ilag salim profili, ilag molekiillerinin

dagilimindan ve nanoliflerin morfolojisinden etkilenir.

e Cekirdek-Kabuk Elektroegirme (Koaksiyel)

Ic jet ve polimer ¢ozeltisi tarafindan olusturulan aktif ajan yiiklii ¢dzelti, ic

puskiirtme ile esmerkezli olan dis piiskiirtmeden ayni anda elektroegirilecektir.
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Koaksiyel elektroegirme ilag salimini uzatmak igin ¢ok yararhidir (Acevedo vd.,
2018).

e Emiilsiyon Elektroegirme

Bu teknikte hidrofilik ilag, polimer ¢ozeltisi ile bir emiilsiyon olusturur.
Elektroegirme isleminden sonra diisiik molekiil agirlikli ilag, nanoliflere dagitilir ve
nanolif iizerinde birikme oOnlenir (Xu vd., 2005). Ilagc ve polimerler uygun
¢oziiclilerde ¢oziildiigii igin ortak bir ¢oziiciiye gerek duyulmaksizin gesitli hidrofilik

ilaglar ve lipofilik polimer kombinasyonlar1 kullanilabilir.

e Yiizey Modifikasyonu

Yiizey modifikasyonu, {iretilen lifin dokuya yapisal ve biyokimyasal olarak benzer
olmasi i¢in terapotik ajanlarin lif ylizeyine baglandigi veya konjuge edildigi bir
tekniktir. Bu durumda ilag salimi azalacak ve biyomolekiillerin islevselligi

korunacaktir. Bu yontem biiyiime faktorlerinin ve enzimlerin salimi i¢in uygundur.

1.6. Poli(2- hidroksietil metakrilat) (PHEMA)

PHEMA, klinik kullanim i¢cin ABD Gida ve ilag Dairesi tarafindan onaylanmis bir
poli(a-hidroksi etil metakrilat) tiirtidiir (Luke vd., 2002). PHEMA biyolojik uyumu,
kiiciik metabolitlere yiiksek gecirgenligi, yiiksek hidrofilikligi, kan proteinlerinin ve
hiicrelerinin yapigsmasina kars1 direnci nedeniyle ¢esitli biyomedikal uygulamalarda
yerini almistir. Poli(2-hidroksietil metakrilat) kontakt lensler, implantlar ve ilag salim
sistemleri gibi uygulamalar i¢in biyomedikal alanda yaygin olarak ¢alisilan hidrofilik
bir polimerdir (Kirschner ve Anseth, 2013). PHEMA toksik olmayan iyi
biyouyumluluk, kimyasal stabilite, mekanik Ozellikler, esneklik ayni zamanda
yiiksek hidrasyon derecesine sahip sentetik bir polimerdir, ancak biyolojik olarak
parcalanamaz ve viicuttan elimine edilemez (Bryant vd., 2007). PHEMA'nin,
istenilen molekiiliin tutunmasi i¢in gerekli olan hidroksil fonksiyonel gruplarina
sahip olmas1 onu ¢ok yonlii bir biyomateryal yapar. Gozeneklilik, PHEMA esash

malzemelerin sentezinde goz oniinde bulundurulmasi gereken 6nemli bir konudur,
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clinkii hidrojeller gibi cogu iskele malzemesinde, iskele go6zenekliligi doku
olusumunu ve fonksiyonunu yonlendirmede 6nemli bir rol oynamaktadir. Canli
dokuya benzer mekanik 6zelliklere ve su igerigine sahip PHEMA hidrojeller birgok
biyomedikal uygulama i¢in ideal bir aday haline gelmistir. PHEMA’dan olusan
hidrojeller, miikkemmel biyouyumluluklar1 ve canli dokulara benzer fizikokimyasal
ozellikleri nedeniyle elverislidir (Simonida vd., 2010). Makul mekanik mukavemeti,
esnekligi, hidrofilisitesi, biyouyumlulugu, kimyasal ¢ok yonliiliigii, uzun siiredir tipta
basarili bir sekilde kullanilmasi ve ayrica g¢esitli konfiglirasyonlarda kolayca
tiretilebilmesinden dolayr, PHEMA hidrojeller biyomalzeme alaninda siklikla
kullanilmaktadir. flag verme sistemleri, hemodiyaliz membranlari, yara iyilesme
yapilart ve doku miihendisligi iskeleleri olarak kullanim i¢in arastirilmistir.
Uygulamalardaki bu ¢esitlilik ince filmler, gozenekli malzemeler ve kati plakalar

gibi ¢esitli mimarilerde PHEMA {iretilmesini gerektirmektedir.

Bununla birlikte PHEMA nanoliflerin yara ortii malzemesi olarak kullaniminda

sinirl sayida ¢alisma vardir (Alizadeh vd., 2014).

1.7. Poli([2-(metakriloiloksi) etil] trimetilamonyum Kloriir) (PMETAK)

Acil bakim gerektiren cilt yaralarmin tedavisinde mikrobiyal enfeksiyonun
Onlenmesi yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in ¢ok énemlidir. Yara ortiilerinde diisiik
molekiil agirlikli antimikrobiyal ajanlar yerine polimerik materyallerin kullanilmasi
steril yiizeylerin alanini genisleterek ortiilerin, zararli mikroorganizmalarla temasinda
oldiirme yetenegini arttiracaktir. Antibakteriyel aktivitenin lokal olarak etki
etmesiyle bakteri direnci gelisimi azalacaktir. Yara bolgesinin ihtiyacindan fazla ilag

kullanilmasinin 6niine gegilecektir (Lee ve Park 2000).

Polikatyonik antimikrobiyal ajanlarin 6zellikle kuaterner amonyum ve fosfonyum
tuzlart igeren polimerlerin milkemmel antimikrobiyal ajanlar oldugu bildirilmistir
(Kanazawa vd., 1994; Murray vd., 1998; Gottenbos vd., 2002; Yoshinari vd.,
2001; Kolhe ve Kumara, 2007). Polikatyonik yapiya sahip kuaterner amonyum

gruplar1 bakteri hiicre duvarindaki negatif yiik ile etkilesime girmektedir.
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PMETAK bir dordiinciil amonyum tuzu olarak iyi antibakteriyel ozellikler, diisiik
toksisite ve cilt tahriginin diisiik olmasi1 gibi viicutta kullanim i¢in 6nemli 6zelliklere
sahiptir. PMETAK 1 kisa alkil zincir uzunlugu dikkate alindiginda antimikrobiyal
aktivite muhtemelen pozitif yiikii yogunlastiran dordiinciil amonyumun yiikli azot
atomundan kaynaklanir (Pendleton vd., 2015). Negatif yiiklii bakteriyel bolgelerle
temas ettiginde pozitif yiikli dordiinciil amonyum bdlgeleri hiicre zarmin elektrik
dengesini bozar. Bakteriler daha sonra sitoplazmik sizint1 nedeniyle hasar goriir veya

oliir (Beyth vd.,2006; Namba vd., 2009).

1.8. Hypericum Perforatum

H. perforatum bitkisi geleneksel yontemlerle yiizyillardir tedavi amagh
kullanilmaktadir. Clusiaceae familyas1 ve Hypericaceae alt familyasina ait olan
Hypericum Perforatum halk arasinda sari1 kantaron, koyunkiran, binbirdelikotu,
kanotu, yaraotu, kuzukiran, mayasilotu, kiligotu gibi adlarla bilinen, Tiirkiye’de ve
Avrupa’da yaygin yetisen c¢ok yillik, sar1 g¢igekli, otsu bir bitkidir. Avrupa
literatiiriinde St. John’s wort olarak bilinir. Bunun sebebi bitkinin ¢i¢ceklenme

doéneminin yaklasik olarak Saint John giiniine denk gelmesidir (Di Carlo vd., 2001).

Hypericum cinsinin diinyada 400 tiirii olup bunlardan 70 tiirii Tiirkiye'de mevcuttur
(Ekren vd., 2010). Siklikla ¢imenli nehir kiyilari, tarla, orman, yol kenarlar1 ve kist
nemli yaz1 kurak olan bolgelerde dagilim gosteren bitki, hazirandan eyliil ayina kadar
cigek acabilir. Bitki 30-100 cm boyunda olup tiiysiiz, dik, cogunlukla taban1 odunsu
bir forma sahiptir. Yapraklar sapsiz, 10-35 mm uzunlukta, oval ve dogrusal

biciminde olup deliklere benzeyen dis salg1 bezleri icerir.

H. peforatum oziitleri romatizma, yanik, kabiz, yara ve yanik iyilestirici, ¢iiriik, sis,
depresyon (Greeson vd., 2001), kurt diisiiriicii, antiseptik, enflamasyon tedavileri igin
geleneksel ilag olarak kullanilmaktadir (Hunt vd., 2001). H. peforatum, iilkemizde
yara ve yanik iyilestirmede geleneksel kullanimiyla {inliidiir. Bu terapotik bitkinin
antibakteriyal (Reichling vd., 2001), antitiimér (Colasanti vd., 2000), antiviral (Tang
vd., 1990), hepatoprotektif, antidepresan (Linde vd., 1996; Szegedi vd., 2005) ve
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antiinflamatuar (Raso vd., 2002; Abdel-Salam, 2005) aktivitelerinin oldugu

belirlenmistir.

1.8.1. Hypericum Perforatum'un AKktif Bilesikleri

Bitkinin toprak istii kisimlarmin hidroalkolik 6ziitleri (%60 etanol veya %80
metanol) alti ana bilesik igerir: (1) Naftodiantronlar, (2) Floroglusinoller, (3)
flavonoidler, (4) biflavonlar, (5) fenilpropanlar ve (6) proantosiyanidinler. Ek olarak,
az miktarda tanenler, ksantonlar, u¢ucu yaglar ve amino asitler de mevcuttur
(Nahrstedt ve Butterweck, 1997). Bu bilesikler her bitkide farkli konsantrasyonda
bulunur. Bunun nedeni ekolojik biiyiime sartlari, genetik varyasyonlar, 6rneklerin
hasat zamani, 0rnegin ekstraksiyon yontemi, depolanma kosullar1 ve 1s1ga maruz

kalma kosullarindaki farkliliklardir (Nahrstedt ve Butterweck, 1997; Cayci, 2006).

e Naftodiantronlar

Yogun kirmizi renk ve fototoksik ozellikleri ile Hypericum cinsi tipik bilesikleridir
(Schey vd., 2000). Bu bilesik grubunun baslica bileseni hiperisinlerdir. Protohiperisin
ve psddoprotohiperisin, bitkiden izole edilir. Ancak kararsiz yapilar1 nedeniyle daha

kararli tiriinler olan hiperisin ve psddohiperisine doniistirler.

CH3

e}
R=CHgs............ Hiperisin R=CHg........... Protohiperisin
R=CH,OH....... Pstdohiperisin R=CH,OH......Protopsddohiperisin

Sekil 1.4. Hypericum perforatum'daki naftodiantronlarin kimyasal yapisi
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Hiperisin ve psddohiperisin, ham bitki materyalinin ¢icek ve yapraklarinda kuru
agirh@in %0,03'i ile %0,3'0 arasindaki derisimlerde bitkinin gelisim evresine gore
onemli farkliliklar gostererek bulunur (Cellarova vd., 1994). Psoédohiperisin, H.
perforatum'da ana naftodiantron olup, genellikle hiperisinden iki ile dort kat fazla
miktarda bulunur. Psddohiperisinin bir oksidasyon iirlinii olan siklopsddohiperisin H.
perforatum oziitlerinin kirmizi renginden kismen sorumludur. Hiperisin igerigi
(vaklasik %0.1-0.15) hem hiperisin hem de psddohiperisini (Vanhaelen ve

Vanhaelen-Fastre, 1983) kapsar ve bazen 'total hiperisinler' olarak adlandirilir.

Naftodiantronlar hemen hemen tiim ¢oziiciilerde sinirh bir ¢oziiniirliik gosterirler, saf
bilesikler Ozellikle hiperisinler ortam sicakliginda suda hemen hemen hig
¢ozlinmezler. Bununla birlikte, naftodiantron igeriginin %40'ndan fazlasi, 60-80
°C'de su ile ¢ay hazirlanir gibi ham bitki kurusundan elde edilebilir (yaklasik %35
psodohiperisin ve %6 hiperisin). Hypericum tiirlerinin "¢ozlinlir" pigmentleri olarak
hiperisin ve psddohiperisinin potasyum tuzlar1 tanimlanir (Falk ve Schmitzberger,
1992). Hiperisinler, H. perforatum'un en dikkat ¢ekici bilesikleridir ve bu bilesik
siifi i¢cin birgok farmakolojik etki tanimlanmistir. Hiperisin ve psddohiperisin,
protein kinaz C'yi, sirastyla, 1.7 mg L™ ve 15 mg L™ degerleriyle inhibe edip memeli
hiicrelerine kars1 biiyiime engelleyici etki gostermistir. Bu durum, hiperisin ve
psodohiperisinin hiicrelerin viral enfeksiyonu sirasinda protein kinaz C tarafindan
fosforilasyonun engellenmesini saglayan antiretroviral aktivitesini agiklamigtir
(Takahashi vd., 1989).

Hiperisinin, CD8+T hiicresi aracili sitotoksisite reaksiyonu tizerindeki inhibitor etkisi
nedeniyle T hiicresi kaynakli hastaliklarin tedavisinde de bir potansiyele sahip
oldugu tespit edilmistir (Lavie vd., 2000). Hiperisin, H. perforatum'u isiga duyarh
hale getiren en oOnemli bilesendir ve fotodinamik kanser tedavisi igin bir

fotosensitizer olarak tavsiye edilmistir (Vandenbogaerde vd., 1998).
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e Floroglusinoller

Hypericum cinsinde floroglusinol tiirevleri yaygin olarak bulunur. Hiperforin ana
floroglusin igeriginin %2.0-4.5’ini olustururken metil grubu iceren adhiperforin ise

% 0.2-1.9'unu olusturur.

R=H.......... Hiperforin
R=CHs.......Adhiperforin

Sekil 1.5. Hypericum perforatum'daki floroglusinollerin kimyasal yapisi

Bunlar, ¢iceklerde yaklasik %2, olgunlasmis meyvelerde %4.4 ve olgunlasmamis
meyve iginde %4.5 oraninda bulunur (Tekel'ova vd., 2000). Hiperforin oldukca
kararsiz olmasina ragmen (0zellikle sulu ¢ozeltilerde 1518a ve sicakliga maruz

birakildiginda) birgok ticari ekstraktta %0-6 konsantrasyonlarda bulunur.

Hiperforinin in vitro olarak birden fazla norotransmitter sistemi modiile veya inhibe
ettigi gosterilmistir. Dopamin, noradrenalin ve serotoninin kuvvetli bir geri alim
inhibitoridiir (Chatterjee vd., 1998). Bu, hiperforinin bitkinin antidepresan
aktivitesinde rol aldigin1 desteklemektedir. Antidepresan etkisi, norotransmitterlerin

sinaptik geri aliminin inhibisyonu ile gergeklesir (Chatterjee vd., 2001).

H. perforatum‘un ve hiperforinin iltihabi cilt problemlerini tedavi etmede
kullanilmasimin  sebebi, hiperforinin  siklooksijenaz-1 ve  5-lipoksijenazin
inhibitorlerinden biri olmasidir (Albert vd., 2002).
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Hiperforin ayn1 zamanda antimalaryal aktiviteye sahiptir ve mikromolar seviyede bir
IC50 degeri ile Plasmodium falciparum'a karsi aktif oldugu bulunmustur (Verotta
vd., 2007).

e Flavonoidler

H. perforatum'daki biyolojik aktif bilesiklerin ana grubunu %2 ile 4 oranla
flavonoidler olusturmaktadir. Simdiye kadar tanimlanan flavonol aglikonlar
kemferol, luteolin, mirisetin ve kuersetini igerir (Nahrstedt and Butterweck, 1997,
Kurth and Spreemann, 1998; Hansen vd., 1999). H. perforatum glikozitlerinde
hiperozit ve rutin baskin olurken kuersitrin ve izokuersitrin onlar1 takip eder (Pietta
vd., 2001).

OH

HO

R=Glikoz-Ramnoz.....Rutin

R=Galaktoz................ Hiperozit
OR R=Glikoz.................... Izoke_rs_itrin

R=Ramnosz.................. Kersitrin

R=H..ooiiiiiieii Kersetin

OH (0]

Sekil 1.6. Hypericum perforatum'daki flavonoidlerin kimyasal yapisi

Flavonoid glikozitlerin spazmolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir (Morales
ve Lozoya, 1994). Bu bilesikler monoamin oksidaz A'y1 ve katekol-O-metil
transferazi inhibe eder (Thiede ve Walper, 1994). Monoamin oksidaz A, biyojenik

aminlerin katabolizmasindan sorumludur.

Bitkinin antiinflamatuar etkisini gostermede kuersetin ve diger flavonoidler yardimci

olmaktadir (Tedeschi vd., 2003).
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Baz1 flavonoidler, benzodiazepin reseptdriine baglanabilir (Medina vd., 1997), H.
perforatum'un flavonoidlerinin de ayni sekilde hareket edebilecegi ileri siiriilmiistiir

(Haeberlain vd., 1994; Viola vd., 1994).

Rutinin, H. perforatum oziitlerinin antidepresan aktivitesi i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir (Noldner ve Schotz, 2002). Ayni zamanda antiinflamatuar ve kan
damarlarinin ¢api iizerine bir etki gostermistir (Thme vd., 1996, Lindahl ve Tagesson,
1997).

e Biflavonlar

Biflavonlar, bazi sebze kaynaklarinda da bulunabilen ender bir dimerik flavon
grubudir. H. perforatum'da ii¢ tane biflavon tespit edilmistir. Bunlar; amentoflavon
(%0.01-0.05), 3',8"-biapigenin (%0.1-0.5) (Berghoefer ve Hoelzl, 1987) ve 6',8"-
dikuersetin'dir (Kurkin ve Pravdivtseva, 2007). Bu biflavonlarin terapdtik 6nemi
halen bilinmemektedir. Amentoflavonun analjezik ve antiinflamatuar etkiye sahip

oldugu gosterilmistir (Kim vd., 1998).

I5,118-biapigenin 13',118-biapigenin (amentoflavon)

Sekil 1.7. Hypericum perforatum'daki biflavonlarin kimyasal yapisi

20


http://0211p00w0.y.http.www.sciencedirect.com.proxy.kirikkale-elibrary.com/science/article/pii/S0378874110005131#bib0300

e Fenilpropanlar

Bu bilesikler, genellikle kafeik asit ve p-kumarik asit gibi hidroksisinnamik asit
esterleri olarak bulunurlar. Klorojenik asit, H. perforatum &ziitiinde %1'in altindaki
konsantrasyonlarda tespit edilmistir (Nahrstedt ve Butterweck, 1997). H.

perforatum'un farmakolojik etkisindeki gorevi bilinmemektedir.

e Proantosiyanidinler

Proantosiyanidinler,  taninler  tarafindan  temsil  edilmektedir. =~ Toplam
konsantrasyonlari, %2 ile 4 arasinda degisir ve ¢igeklenme oncesinde maksimum bir
konsantrasyonda bulunur. Dimerik  prosiyanidin, trimerik ve tetramerik

prosiyanidinlerle birlikte bitkiden izole edilmistir.

Proantosiyanidinlerin g¢esitli biyolojik etkileri arasinda antioksidan (Bagchi vd.,
2000), antiviral (De Bruyne vd., 1999) ve antimikrobiyal (Scalbert, 1991) aktiviteleri

vardir.

e Ucucu Yaglar

H. perforatum'un esansiyel yagi, terpenoidleri (o-pinen, B-pinen, geraniol, f-
kariofilen, pB-farnesene, humulen, ve germakren D) ve alifatik bilesikleri (2-metil
oktan, n-nonan, n-dekan, n-undekan, n-tetradekanol, 2-metil-dekan ve 2-metil-
dodekan) igermektedir (Brondz vd., 1983; Mockute vd., 2003).

¢ Diger Kimyasal Bilesenler

Diger tipik kimyasal bilesenler; karotenoidler, ksantonlar, asitler, kolin, pektin, -

sitosterol, nikotinamid, amino asitler, yag asitleri, C vitaminidir (Wirz vd., 2000).
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1.8.2. Hypericum Perforatum'un Yara Iyilestirici Etkileri

Hypericum yag inflizyonu yaniklarin ve yaralarin iyilesmesini hizlandirmada
geleneksel olarak kullanilmaktadir. H. perforatum oziitlerinin yara iyilesme aktivitesi
esas olarak kollajen iiretiminin uyarilmasindaki artistan ve hasarli bolgeyi kapatarak
yara onariminda rol oynayan fibroblast hiicrelerinin poligonal sekillere

doniistiiriilmesinden kaynaklanmaktadir (Oztiirk vd., 2007).

Antimikrobiyal ve antiinflamatuar aktiviteleri, fibroblast hareketliligi, kollajen
tretimi ve Kkeratinosit farklilasmasi uyarimi, Hypericum perforatum'un yara
iyilesmesinde etkili olan baglica klinik faktorleri olarak kabul edilir (Stintar vd.,
2010, Siintar vd., 2011; Woélfle vd., 2014).

Hypericum perforatum'un yaralarin tedavisinde etkin kullanimi i¢in klinik gerekge,
antimikrobiyal ve antiinflamatuar aktivitelerinin yan1 sira fibroblast motilitesi,
kollajen tliretimi ve keratinosit farklilasmasi tizerindeki uyarici etkileridir (Wolfle vd.,

2014).

Hypericum perforatum tiirleri antiseptik 6zellik ile mikroorganizma ¢ogalmasini ve
antiinflamatuar 6zellik ile inflamasyonu 6nler, vazokonstriktif 6zellik ile kanamay1

durdurur ve hiicre olusum 6zelligi ile yaranin daha hizli iyilesmesine yardimci olur.

1.9. Literatiir Ozeti

PHEMA hidrojeller biyomalzeme alaninda siklikla kullanilmaktadir. Ilag verme
sistemleri, hemodiyaliz membranlari, yara iyilestirici yapilari ve doku miihendisligi
iskeleleri olarak kullanim i¢in arastirilmistir. Uygulamalardaki bu ¢esitlilik ince
filmler, gozenekli malzemeler ve kati plakalar gibi ¢esitli mimarilerde PHEMA
iretilmesini  gerektirmektedir. Bununla birlikte PHEMA nanoliflerin yara ortii

malzemesi olarak kullaniminda sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir (Alizadeh vd.,

2014).
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Etkili bir bicimde kullanilabilecek ve aranilan biitiin gereksinimleri karsilayabilecek
bir yara ortii malzemesi gelistirmek i¢in bu malzemenin yapisal olarak uyarlanabilir
ve Ozelliklerinin kontrol edilebilir olmas1 gerekmektedir. Bu amagla son yillarda
elektroegirme yontemi ile elde edilen nanoliflerin  kullanimi  artmistir
(Dongargaonkar vd., 2013; Abdelgawad vd., 2014; Jin vd., 2014). Elektroegirme
teknigi mikro veya nano boyutlarda liflerin elde edilmesinde kullanilan basit,
kurulumu ucuz, hizli, siire¢ parametrelerinde rahatlikla degisiklik yapilabilen,
kullanilabilecek polimerlerin ¢ok genis bir cesitlilik gosterdigi, ticari iiretime
elverigli bir islemdir. Elektroegirilmis nanolifler ¢ok yiiksek yiizey alanlarindan,
yiikksek gozeneklilikten ve hiicre disi1 matrikse (ECM) benzerliklerinden dolay1

geleneksel yara oOrtiilerine karsi birgok avantaj gdstermektedir.

Tomic vd. (2010) pH ve sicaklia hassas PHEMA ve kopolimer hidrojellerini
sentezlemislerdir. Elde edilen hidrojellerin morfolojisinin, mekanik ve termal
Ozelliklerinin  biyomedikal uygulamalarin ¢ogu  gereksinimini  karsiladigi
bulunmustur. Hidrojellerin biyouyumlulugu in vitro ortamda incelenmistir. Bulunan
sonuclar hidrojellerin hiicre toksisitesine veya herhangi bir hemolitik aktiviteye sahip
olmadigin1  gostermistir.  Ayrica, mikroorganizma penetrasyon testi ne
Staphylococcus aureus ne de Escherichia coli'nin hidrojellerden gegemedigini

gostermistir.

Zhang vd. (2011) elektroegirme yontemi ile PHEMA nanoliflerini sentezlemislerdir.
Polimer c¢ozeltisinin derisiminin ve akis hizinin nanolif caplarina olan etkisini
arastirmislardir. Normalde hazirlanan PHEMA hidrojellerin su absorpsiyon oranlari
%70 civarlarinda iken nanoliflerin %280 su absorpladigi belirlenmistir. Hazirlanan
nanoliflerin 1 graminin, 120 mg bovin serum albiimin baglama kapasitesine sahip
oldugunu bulmuslardir. Ayrica kollajen I ile fonksiyonel hale gelen PHEMA
nanofibroz iskelelerin, fibroblast yapismasi, yayilmasi ve ¢ogalmasini belirgin bir
sekilde arttirdigimi belirlemislerdir. Yiiksek su tutma kapasiteli ve kolaylikla
fonksiyonel hale getirilebilen elektroegirilmis PHEMA nanoliflerinin, yara ortiileri,
doku iskeleleri ve afinite membranlar1 gibi birtakim potansiyel uygulamalarda

kullanilabilecegi rapor edilmistir.
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Ramalingam vd. (2013) tibbi uygulamalar i¢in elektroegirme yontemi kullanarak
PHEMA nanoliflerini tiretmislerdir. Polimer derisimi, akis hizi, elektrik alani ve igne
ile toplayic1 arasindaki mesafe gibi elektroegirme parametreleri karakterize
edilmistir. SEM goriintiileri nano ve mikrometre arasinda degisen caplara sahip lifler
elde edildigini gostermistir. Cozilicli buharlagmasi, termal stabilite, kristallilik,
depolama kararlilig1 ve viskoelastik davranis sirasiyla FTIR, termal analiz, X-1s1n1
kirmmmi  ve dinamik mekanik analiz kullanilarak belirlenmistir.  Mekanik
mukavemeti, yiiksek su tutma orani ve iyi hiicre canlilig ile bu polimer lifleri, doku
miithendisligi uygulamalart i¢in miikkemmel biyouyumlu bir polimer olarak

gosterilmigtir.

Ramalingam vd. (2015) kurkumin yiikli PHEMA nanoliflerini elektroegirme
yontemi  Kullanarak tretmislerdir. Nanolif iskelelerin, hiicrelerin orijinal
morfolojisini  koruyarak hiicre bliylimesini ve yapismasmi destekledigini
gostermislerdir. Kurkumin yiiklii nanoliflerin, antibiyotik direngli organizmalarin
(Staphylococcus aureus ve Escherichia coli) neden oldugu enfeksiyonlara kars1 etkili
oldugunu rapor etmislerdir. Sonug olarak, kurkumin yiiklii nanoliflerin ilaca direngli
organizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarinda yara ortii malzemesi olarak

yara iyilesmesinde kullanilma potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir.

Ghitescu vd. (2015) yaptiklar1 ¢alismada aktif bilesiklerin bozulma gostermedigi
homojen lifli membranlar elde etmek icin saf PHEMA ve PHEMA/polifenol lif
olusumundaki elektroegirme parametrelerinin etkisini aragtirmiglardir. Elde edilen
liflerin salim karakteristikleri ve radikal siiplirme deneyleri ile antioksidan
aktiviteleri  incelenmistir.  Polifenollerin  eklenmesi, artan katki maddesi
konsantrasyonu ile birlikte lif ¢caplarinin artmasina neden olmustur. Polifenol salimi,
birinci asamada yliksek salim hizlar1 saglarken, ardindan uzun vadede yavas salim
meydana gelmistir. Antioksidan aktivitesini tayin etmek i¢in kullanilan 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) deneyi, polifenollerin, PHEMA nanoliflerine dahil edildikten
sonra etkinliklerini korudugunu gostermistir. Ayrica, polifenollerin ¢evresel
faktorlerin neden oldugu bozulmalari, PHEMA nanoliflerine enkapsiilasyonu ile

bliytik ol¢tide geciktirebildigi gosterilmistir.
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Poli([2-(metakriloiloksi) etil] trimetilamonyum kloriir) (PMETAK) bir dordiinciil
amonyum tuzu olarak iyi antibakteriyel 6zellikler, diisiik toksisite ve cilt tahrisinin

diisiik olmasi gibi viicutta kullanim i¢in 6nemli 6zelliklere sahiptir.

Goel vd. (2009)'nin yaptiklar1 ¢alismada radyasyonla polimerlestirdikleri PMETAK
ve METAK asilanmis pamuk numuneleri g¢esitli bakterilere karsi test edilmistir.
PMETAK ve METAK asilanmis pamuk gram pozitif Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus ve gram negatif Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens gibi
bakterilere karsi iyi antibakteriyel aktivite gostermistir. METAK agili {iriiniin hastane
personeli elbisesi ve hijyenik i¢ giyim malzemesi olarak kullanim potansiyeline sahip

olabilecegi diisliniilmiistiir.

Hu vd. (2015) Poli(HEMA-ko-METAK)/Polietilen glikol (PEG) hidrojellerini
hazirlamiglardir. Hidrojellerin kimyasal yapisin1 FTIR, morfolojilerini SEM, TEM
anlizleriyle, termal stabilitelerini TGA ve mekanik 6zelliklerini elektronik tiniversal
test cihazi ile belirlemiglerdir. Sisme deneyleri, katyonik monomer METAK'in
varhgmin hidroejellerin su tutma kapasitesini arttirdigini gostermistir. Sitotoksisite
testleri, sentezlenmis jellerin tatmin edici biyouyumluluga sahip oldugunu
gostermistir. Deneysel sonuglar hidrojellerin kullanim i¢in uygun bir biyomateryal

oldugunu kanitlamistir.

Capraz bagl poli([2- (metakrioiloksi) etil] trimetilamonyum kloriir) (PMETAK) ve
bakteriyel nanoselillozdan (BNC) olusan nanokompozitler karakterize edilip
polimorfik mantar Candida albicans'a karsi test edilmistir. Nanokopozitler yiiksek su
tutma kapasitesi, 200 °C'ye kadar termal stabilite, iyi viskoelastik ve mekanik
ozellikler sergilemistir ve insan keratinositlerine (HaCaT hiicreleri) sitotoksik etki
gostermemistir. Biyoaktif katyonik PMETAK ve hidrofilik BNC'nin kullanima,
polimorfik mantar C. albicans't etkisiz hale getirebilen nanokompozitler tiretmistir
(Vilelavd., 2019).

Yara iyilesmesinde modern tipta kullanilan tedavi edici ajanlarin yerine uygulamasi

basit, daha ucuz ve elde edilmesi daha kolay malzemelerin kullanim1 yayginlagmistir.

Bitkisel yara iyilestiricilerinin, kimyasal antibiyotikler gibi sentetik ilaglarin
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kullanilmasmin gerekliligini azaltacagi ve bunlar1t kullanmanin yan etkilerini

Onleyecegine inanilmaktadir.

Hemostatik bilesenlere sahip nanolif ¢alismasinda, berberin yiiklii elektroegirilmis
poli(e-kaprolakton) nanolif membranlarin, yara kanamasini engellemede in vitro
hemostazi, yara enfeksiyonunu dnlemede bakterilerin iiremesinin engelledigi ve yara
iyilesmesini kolaylagtirmada hiicrelerin biiyiimesini sagladigi belirlenmistir (Bao vd.,

2013).

Diger bir ¢caligmada seliiloz temelli gozenekli liflere %1 ve %5'lik esansiyel yaglar
(tar¢in, limon otu ve nane) dahil edilmis ve az miktarda esansiyel yagin bile E.

coli'nin biiyiimesini inhibe ettigi belirlenmistir (Liakos vd., 2015).

Yousefi vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada kina ekstrakti yiikklenmis kitosan temelli
nanoliflerin biyouyumlulugunu ve antimikrobiyal etkinligini arastirmislardir. Kina
ekstraktinin nanolif ortiilere dahil edilmesi, bakterilere karsi yiiksek antibakteriyel
aktivite olugsmasini saglamistir. Deneysel calismalar hazirlanan liflerin sitotoksik
olmadiklarin1 ve fibroblast hiicrelerinin oOrtiilerin yiizeyinde ¢ogalabildiklerini
gostermistir.  Caligmanin  sonuglari, kina oOziiti yliklenmis kitosan liflerin
biyobozunur ve antibakteriyel yara ortiileri olarak kullanilmak tizere biiyiik bir

potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Garcia-Orue vd. (2017) yaptiklar1 caligmada rekombinant insan Epidermal Biiyiime
Faktorii (thEGF) ve Aloe vera (AV) oziti iceren poli(laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA) nanolif membranlar gelistirmislerdir. Iki maddeninde yara iyilesmesini
tesvik ettigi bulunmustur. Ciinkii rhEGF zaten bir yara iyilesme aract maddesidir.
AV ise, fibroblastlarm g¢ogalmasmi ve aktivitesini uyarmigtir. In vitro canlilik
analizleri, rhEGF ve AV igeren membranlarin fibroblast proliferasyonunu
gelistirdigini gostermistir. Bu membranlar, fareler iizerinde gergeklestirilen in vivo
yara iyilesme deneyinde Onemli Olgiide yara kapanmasini ve reepitelizasyonu

hizlandirmstir.

Bagka bir ¢alismada, elektroegirilmis ipek fibroin (SF) membranlara antibakteriyel

ve antioksidan Ozellik kazandirmak i¢in timol ilave etmislerdir. Timol (5mg/mL),
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elektroegirme isleminden 6nce dogrudan SF ve hyaluronik asit (HA) karisimi ile
karigtirilmistir. Timoliin bu nanoliflere dahil edilmesi, elyaf ortalama g¢aplarinda
306.8+85.6nm'den 412.7+106.7 nm'ye artisa neden olmustur. Timoliin nanoliflere
dahil edilmesi %45.64 oraninda antioksidan aktivite gdstermistir. Ayrica S. aureus ve
P. aeruginosa'yr sirasiyla %7.42 ve %58.43 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir
(Miguel vd., 2018).

H. perforatum bitkisi geleneksel yontemlerle yiizyillardir tedavi amagh

kullanilmaktadir.

H. perforatum, ham ekstraktlar1 uzun siiredir geleneksel tipta yara iyilesmesini dogal
olarak tesvik etmek icin kullanilan bir bitkidir. H. perforatum yag infiizyonu
yaniklarin ve yaralarin iyilesmesini hizlandirmada geleneksel olarak kullanilmistir.
Etkisinin bir kismi, antibakteriyel aktivitesine bagli olmaktadir. H. perforatum'un
yara iyilesmesinde etkili bilesenleri arasinda; hiperforin, hiperisin ve flavonoid
grubundan hiperozid, izokuersetin, rutin ve epikatesin yer almaktadir. Bunlar
arasinda yara iyilesmesinde en ¢ok hiperforinin etkili oldugu fakat diger maddelerin

de yardimci oldugu gosterilmistir (Altan vd., 2015).

In vitro ¢alismalar, H. perforatum ekstraktinin ya da iceriklerinin inflamatuar
reaksiyon siirecindeki bazi basamaklari inhibe ettigini gdstermistir. Ozellikle H.
perforatum  ekstraktlarin  serbest radikal  {retimini, myeloperoksidaz,
siklooksijenaz-1, 5-lipoksijenaz ve indiiklenebilir siklooksijenaz ve nitrik oksit

sentaz basamaklarini inhibe ettigi belirtilmistir (Savas, 2014).

Peksen (2013)'in yaptig1 calismada H. perforatum yagi ile silverdin®'in yanik yarasi
tizerindeki etkileri karsilastirilmistir. Yara, inflamasyon bakimindan incelendiginde
H. perforatum kullanilan gruplarda silverdin ve kontrol grubuna gore subkutan 6dem
ve hipereminin anlamli derecede azaldigi aym1 zamanda polimorfoniikleer l6kosit

artisginin, H. perforatum kullanilan gruplarda yiiksek oldugu bulunmustur.

Farkli bir ¢alismada, H. perforatum 6ziitiiniin topikal ve sistemik uygulamasinin oral
mukozit lizerindeki terapotik etkinligi arastirilmistir. Hamsterlerin agiz kesesi steril

bir igne ile 1. ve 2. giinlerde ¢izilmistir. 12-17. glinlerde %10 H. perforatum o6ziiti

27



topikal jeli, H. perforatum o6ziiti (300 mg/kg), jel baz1 (topikal jelin hazirlanmasinda
kullanilan jel bazi) uygulanmistir ve kontrol grubu ile kiyaslanmistir. H. perforatum
ekstraktlar1 tedavi gruplarmin her ikisi de oral mukozitte kontrol ve jel bazi grubuna
kiyasla O6nemli bir gelisme gostermistir. Oral veya topikal olarak verilen H.
perforatum ozitii, hamsterlerde kemoterapinin neden oldugu oral mukozit

iyilesmesini hizlandirmistir (Tanideh vd., 2014).

Yadollah-Damavandi vd. (2015) yaptiklar1 g¢alismada, Hypericum perforatum'un
(HP) tam kalinhktaki diyabetik cilt yaralar1 {izerindeki iyilestirici etkilerini
stereolojik yontemler kullanarak degerlendirmeyi amaglamislardir. Kirk sekiz disi
sigan jel bazi ile tedavi edilen, %5 HP igeren jel ile tedavi edilen, %10 HP igeren jel
ile tedavi edilen ve tedavi edilmemis kontrol grubu olarak rastgele dort gruba
ayrilmistir. Hayvanlarin boynunda 1 cm’ tam kalinlikta bir yara olusturulup yara
alan1 her i¢ glinde bir Olglilmistir. Deri Ornekleri sabitlenip stereolojik
degerlendirmeler i¢in hazirlanmigtir. Bu c¢alismanin sonuglari, HP'nin fibroblast
proliferasyonunu, kollajen demet sentezini ve revaskiilarizasyonu arttirarak doku

rejenerasyonunu gelistirme yetenegine sahip oldugunu gostermistir.

Coban vd. (2016)'nin yaptiklar1 ¢alismada, H. perforatum yagmin etkisi yaranin
erken asamasinda (ilk 7 giin) ve ge¢ asamasinda (ikinci 7 giin) fareler iizerinde
gosterilmistir. Ayrica, anjiyojenez yoluyla yara iyilesmesinde rol oynayan VEGFA,
VEGFB, VEGFC, PDGFB ve FGF2 genlerinin gen ekspresyon profilleri gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile calisilmistir. Sonuglara gore, H.
perforatum yagi, erken asamalarda yara yilizeyinde olumlu etkiye sahiptir, ancak geg
donemlerde etkisi olmamustir. VEGFA, VEGFB, VEGFC ve FGF2nin gen
ekspresyon seviyeleri, yara iyilesmesinin erken evrelerinde artmis, ancak geg
evrelerde sadece VEGFA gen ekspresyon seviyesi artmistir. Bu sonuglar, H.
perforatum yagmin yara iyilesme siireci Ttzerindeki etkisinin, proliferasyon
asamasinda VEGFA, VEGFB, VEBGFC ve FGF2 genleri iizerinde meydana

geldigini gostermistir.

Bagka bir ¢alismada, farkli konsantrasyonlarda (%10, 30 ve 50 v/v) Hypericum
perforatum alkollii ekstraktinin, elektroegirilmis poli(€-kaprolakton) nanoliflerine
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hapsedilmesiyle biyouyumlu ve toksik olmayan bir yara ortiisti olusturulmustur. Bu
elektroegirilmis liflerin antibakteriyel aktivitesi, S.aureus susunun farkli oranlarini
inhibe etmede etkili olmustur. Bitki Oziitiiniin eklenmesinden sonra, membranlar

HSF (insan deri fibroblasti1) hiicrelerine toksik etki gostermemistir (Pourhojat vd.,

2017).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Kimyasal Maddeler

PHEMA 'nin sentezinde kullanilan HEMA monomeri, etanol ve PMETAK sentezinde
kullanilan METAK monomeri, aseton, peroksidisiilfat, NaCl Merck (Almanya) ve
amonyum persiilfat Sigma (Almanya) firmalarindan temin edilmistir. Calismada
kullanilan H. perforatum bitkisinin yagli 6ziitii, hazir olarak Mersin'in Tarsus ilgesine
bagl Saglikli kdyiinden temin edilmistir. H. perforatum bitkisi Toros Daglarindan

toplanmustir.

Elektroegirme cozeltilerinde yagh ekstraktin ¢oziiniirliigiinii arttirmak ve homojen
dagilimini saglamak i¢in bir emiilgator olan Tween 80 Merck (Almanya) firmasindan
temin edilmistir. HPLC analizinde kullanilan metanol, asetonitril Sigma (Almanya)
ve formik asit Tekkim (Tirkiye) firmalarindan temin edilmistir. Sisme deneyindeki
fosfat tamponu igin gerekli olan KCI, Na;HPO, ve KH,PO, Sigma (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Nanoliflerin antioksidan aktivitelerini belirlemede
kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Merck (Almanya) firmasindan temin

edilmistir.

In vitro antibakteriyel aktivite deneylerinde kullanilan Nutrient Broth (N.B.) besiyeri
Sigma (Almanya) firmasindan temin edilmistir. Mikroorganizmalardan; Escherichia
coli ve Staphylococcus aureus suslari KUBTUAM’dan temin edilmistir. in vitro
hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda kullanilan; 1929 fibroblast hiicresi ATCC, PBS 1
BioShop (Kanada), Fetal bovin serum (FBS) Biological Industries (Amerika),
Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) Gibco (Amerika), DMEM-F12 Biological
Industries (Amerika), DMEM (L-Glutamine w/v, Phenol Red w/v) Capricorn
Scientific (Almanya), MTT Kkiti, izopropanol ve riboniikleaz A Merck (Almanya)
firmalarindan temin edilmistir. Hiicre kiiltlir calismalarinin tamamu, kiiltiir kaplar1 ve

cok kuyucuklu plakalarda (Corning, ABD) ger¢eklestirilmistir.
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2.2. Kullanilan Cihazlar

Morfolofik inceleme: Lif ortiilerin morfolojileri, JSM 5600 marka (Tokyo, Japonya)
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile karakterize edilmistir. Sentezlenen lifli
ortiilerin kiiciik bir kismi1 analiz oncesinde altinla kaplanip SEM numune tutucusuna
yerlestirilmistir. Liflerin ortalama ¢aplarin1 belirlemek i¢in 50 farkli lifin capi

Olclilmiis ve ortalamalar1 alinmustir.

Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopi (FTIR) ¢alismalar: Ortiilerin
Kimyasal bilesimini degerlendirmek ve yapisal degisikliklerini saptamak igin 400-
4000 cm™ arahg iginde Bruker (Almanya) marka cihazla FTIR spektroskopisi
gerceklestirilmistir.

Termogravimetrik analiz (TGA) c¢alismalari: Lif ortillere HPYE'nin yiiklendigi
TGA Q500 model TA marka (Amerika) cihazla yapilacak termal analiz ile
gosterilmistir. Bu amagla 10 mg'lik numuneler aliminyum panlara yerlestirilip oda
sicakligindan 900 °C'ye kadar azot gazi atmosferinde 10 °C/dakika 1sitma hizinda
isitilmistir. Ayni1 zamanda METAK polimerinin lif oOrtiilerdeki varligi da TGA ile

kanitlanmustir.

Elemental analiz ¢calismalari: PMETAK''m PHEMA lifli ortiilere hangi oranda
girdigini tespit etmek icin MICRO CHNS marka (Amerika) elemental analiz cihazi
kullanilmistir. 1 mg lif Ortiiler elemental analiz cihazinin aliiminyum 6rnek hiicresine
yerlestirilip tartilmigtir. Lif Ortiiler cihaza konulup yakma islemi sonucunda % azot

analizi yapilmistir.

Yiiksek performansh sivi kromotografisi (HPLC) ¢alismalari: Elde edilen HPYE
yikli lif ortiilerdeki HPYE bilesenlerinin varligim1 gostermek i¢in Shimadzu
(Japonya) marka HPLC kullanilmistir.

Elektroegirme diizenegi: Elektroegirme prosesinde 0-25 kV arasinda voltaj
saglayan PHYWE (Almanya) marka yiiksek gerilim tireteci, New Era (USA) marka

siringa pompast ve toplayici (aliminyum folyo) kullanilmistir.
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UV spektrofotometresi calismalari: in vitro antibakteriyel ve antioksidan aktivite
deneyleri i¢in Shimadzu UV-1800 (Japonya) marka UV/VIS spektrofotometre

kullanilmustir.

Kullanilan diger cihazlar;

Manyetik karistirict (Tope MS300HS)
Santrifiij (Niive NF 200)

Calkalamali su banyosu (Lab Companion BS 21)
Otoklav (Niive OT 4060)

Sonikator (Bandelin Sonorex Digital 10P)
Analitik terazi (Sartorius)

Calkalamali inkiibatér (Edmund Biihler)
CO_’li inkiibator (Binder)

Elisa (BioTek, PowerWave XS2)

Inverted mikroskop (Leica DM6000B)
Laminar akis kabini (Esco Class II BSC)

2.3. PHEMA 'nin Sentezi

Ug boyunlu balondaki %66’lik (v/v) 90 mL etanol-su karisimi igerisine 12 mL
HEMA eklenmistir. Sonra bunun igerisine 0,12 g amonyum peroksidisiilfat eklenip
70 °C'de su banyosunda 3 saat polimerizasyon gerceklestirilmistir. Polimerizasyon
tamamlandiktan sonra ¢ozelti, 2 L saf su igerisine dokiilerek ¢oktiiriilmistiir. Elde

edilen PHEMA 40 °C'de etiivde kurutulmustur (Ptadny vd., 2007).

2.4. PMETAK"1n Sentezi

Ilk olarak METAK monomeri, bazik aliimina ile doldurulmus cam kolondan
gecirilerek  durdurucusundan uzaklastirilmistir.  Yaklastk 20 gram METAK
monomeri 3 boyunlu balona alinip su ile 100 mL’ye seyreltilip, bundan 30 dakika

siire ile azot gazi gecirilmistir. Daha sonra monomere kiitlece %2 olacak sekilde
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amonyum peroksidisiilfat ilave edilip 70 °C’de 4 saat siire ile geri sogutucu altinda
polimerlestirilmistir. Sonra bu karigtim 200 mL soguk asetonda ¢oktiriiliip,

ayrilmistir ve 40 °C’de vakum etiiviinde kurutulmustur.

2.5. Elektroegirme Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan Hypericum perforatum bitkisinin yag ekstrakti hazir olarak
Mersin’in Tarsus ilgesine bagli Saglikli kdyiinden temin edilmistir. Bitkinin toprak
iistli kisimlari, seffaf cam bir kavanoz igerisine yerlestirilmis ve tizerini drtecek kadar
saf zeytinyagi doldurulup gilines gorecek sekilde giin asirn1 karistirlarak H.
perforatum yag ckstrakti (HPYE) elde edilmistir. Olusturulan zeytinyagl bitki
ekstrakt1 filtre kagidindan siiziiliip deneysel ¢alismada kullanilacak hale getirilmistir.
Calismada ilk olarak %10'luk (w/v) PHEMA c¢o6zeltileri, PHEMA'min 4:1 (Vv/v)
etanol:su karisimi igerisinde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Cozeltiye PHEMA'ya gore
kiitlece %10 (w/w) olacak sekilde PMETAK ilave edilmistir. Homojen karisim elde
etmek icin c¢ozelti oda sicaklifinda manyetik karistirict ile 24 saat siire ile
karistirllmistir. Yagh ekstraktin ¢oziiniirliiglinii arttirmak icin bir emiilgatér olan
Tween 80, polimer ¢ozeltisine eklenmistir. Daha sonra bu homojen karigima yine
PHEMA’ya gore kiitlece %10, 20 ve 40 (v/w) olacak sekilde HPYE ilave edilip
homojen karigimlar elde edilene kadar ¢ozeltiler oda sicakliginda manyetik karistirici

ile ve daha sonra ultrasonik banyoda karigtirtlmistir.

2.6. Elektroegirme Islemi

Elektroegirme prosesinde 0-25 kV arasinda voltaj saglayan yiiksek gerilim {ireteci,
siringa pompast, toplayict (aliminyum folyo) kullanilmistir. Oda sicakliginda, bes
farkli polimer ¢ozeltisi 5 mL'lik siringa igine ¢ekilmistir. Siringaya kor uglu 21G
yesil igne yerlestirilmistir. Yiiksek gerilim iireticisine bagl pozitif yiikli kiskag
siringa ignesine, negatif uc ise toplayiciya baglanmistir. Optimum nano/mikro lif
tiretimi saglanana kadar akim, polimerin akis hizi ve siringa-toplayici arasindaki
mesafe gibi parametreler degistirilmistir. Elde edilen lifler; PHMNF (sadece
PHEMA), PHM-PMKNF (PHEMA-PMETAK) olarak isimlendirilmistir. Sirasiyla
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%10, %20 ve %40 HPYE ilave edilmis PHEMA-PMETAK nanolifler ise HP10,
HP20 ve HP40 seklinde kisaltilmigtir.

Sekil 2.1. Elektroegirme islemi

2.7. Sisme Kapasitesi Tayini

30 mg (W,) agirhigindaki bes farkli lif ortii 5 mL fosfat tamponu (0,8 g NaCl, 0,2
KCI, 1,15 g Na;HPO, ve 0,2 g KH,PO,4 /1L distile su) igerisine atilmistir. Cam
tiiplerdeki numuneler, 37 “C'deki su banyosu igine yerlestirilmistir. Numuneler belirli
zaman araliklarinda ¢ikartilarak, emilen tamponun fazlas1 her daldirma araliginda
filtre kagid1 ile uzaklastirilip derhal 1slak agirligt (W) Olciilmiistiir. Her dl¢timde

parcalanma s1vis1t 5 mL taze tampon ¢ozeltisi ile degistirilmistir.

Dengedeki sisme miktar (Siafaka vd., 2016) Esitlik 2.1 ile hesaplanmustir.

Wtw _WO

0

%Sisme derecesi = x 100 (2.1)

2.8. HPLC Analizi

HPLC numuneleri, baz1 degisikliklerle Isaachi vd. (2007) tarafindan tarif edildigi
gibi hazirlanmistir;, PHEMA temelli bos 1if ve HP40 liflerden 0,1028 gram
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tartilmistir. Lifler, iki farkli 5 mL'lik balon jojede metanol ile ¢oziilmiistiir. Diger bir
balon jojeye 32 pL H. perforatum yagi eklenip hacmi metanol ile 5 mL'ye

tamamlanmistir. Her numune analiz 6ncesi filtrelenmistir.

35 °C firmn sicakliginda ODS-4 kolon (250 mm x 4.6 mm [.D., S5um) kullanilarak
kromotografik ayrimlar saglanmistir. 40 mM formik asit (suda) (¢ozelti A) ve
asetonitril (¢ozelti B) mobil fazlart kullanilmigtir. Mobil fazlar analizden once
filtrelenmistir. 1,0 mL/dakika akis hizinda ve 20 pL/dakika enjeksiyon hacminde
binary gradyan programi uygulanmistir. Olgiim, fotodiyot dizisi dedektdrii (DAD)
kullanilarak 200-650 nm dalga boyu araliginda yapilmistir. Analiz siiresi 75 dakika

olarak belirlenmistir.

Cizelge 2.1. HPLC mobil fazlan

Zaman (dakika) 40 mM formik asit (suda) % Asetonitril %
0 90 10
5,00 80 20
20,00 65 35
55,00 10 90
75,00 90 10

2.9. Antioksidan Aktivite Tayini

Lif ortilerin DPPH radikal siipiirme aktiviteleri bazi degisikliklerle Ghitescu vd.

(2015) tarafindan tarif edilen yontemle gergeklestirilmistir.

PHMNF, PHM-PMKNF, HP10, HP20 ve HP40 lifleri 10 mg olacak sekilde tartilip
falkon tiplerde 1,430 mL %70'lik etanol igerisinde ¢Oziilmiistiir. Numuneler

vortekslendikten sonra sonike edilmistir.
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50 uM DPPH ¢ozeltisi saf etanolde hazirlanmistir. Coziilen numunelerin iizerine
1,430 mL DPPH ilave edilmistir. Kor olarak kullanilan %70'lik 1,430 mL etanol
tizerine 1,430 mL DPPH ilave edilmistir. Kor ile beraber hazirlanan numuneler
aliiminyum folyo ile kaplanip ¢alkalamal1 inkiibatérde oda sicakliginda 2 saat inkiibe
edilmistir. Koyu mordan agik sariya olan renk degisimi 517 nm'de UV
spektrofotometresi ile etanol koriine karsi Ol¢lilmistiir. Lif Ortiilerin %DPPH
stiplirme aktivitesi asagidaki Esitlik 2.2 ile hesaplanmuistir.
_An

% DPPH Siipiirme Aktivitesi = ABA—X100 (2.2)

B

Ag; 517 nm'de bos absorbans (kor) ve Ay; 517 nm'de numune absorbansi.

2.10. 1In Vitro Cahsmalar

2.10.1. Antibakteriyel Aktivite

Stok kiiltiirden aliman S. aureus (gram-pozitif) ve E.coli (gram-negatif) suslart 10
mL’lik Nutrient Broth siv1 besiyerlerinde 24 saat inkiibe edilmistir. Taze hazirlanan
Nutrient Broth sivi besiyeri her erlende 10 mL olacak sekilde paylastirilip
otoklavlanmistir. Agirliklart yaklagik 40 mg olan PHM-PMKNF, HP10, HP20 ve
HP4O0 lifleri tartildiktan sonra UV 15181 altinda steril edilmistir. Her 1if ortii S. aureus
ve E.coli suslarrindaki aktiviteleri i¢in steril besiyeri bulunan erlenlere yerlestirilip
tizerlerine 20 pL bakteri kiltiirii ilave edilmistir. Kontrol grubu i¢in 10 mL
besiyerine 20 pL bakteri kiiltiirii eklenmistir. Erlenler 37 ‘C'de 24 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda spektrofotometrede 600 nm' de bulaniklik (OD)
dleiilmiistiir. % Inhibisyon, Esitlik 2.3 ile hesaplanmistir.

ODg—

OPx=9DN v 100 (2.3)

%Inhibisyon = oD
K

ODk; Kontrol optik yogunlugu, ODy; Numune optik yogunlugu.
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2.10.2. Hiicre Kiiltiiri

Donmus haldeki L929 fibroblast hiicreleri 37 °C‘de kisa siirede ¢oziilmiistiir. Steril
laminar flow kabin igerisinde ¢o6ziilen hiicreler 15 mL’lik falkon tiipe aktarilmustir.
Falkona 3 mL DMEM/F-12 (%10 FBS, %] antibiyotik igeren) besiyeri eklenmistir.
Hiicrelerin bulundugu falkon, 2500 rpm’de 2 dakika Santrifiij edilmistir. Santrifiij
isleminin ardindan falkon igerisinde bulunan siipernatant atilip pellet, besiyeri ile
siispanse edilerek flaska aktarilmistir. 37 °C de %5 CO; igeren inkiibatore alinan
flasklar, 24 saatte bir kontaminasyon ve hiicre ¢ogalmalarinin incelenmesi igin
kontrol edilmistir. Hiicreler flask yiizeyini tamamen kapladiginda kiiltiirler tripsin
enzimi ile kaldirilmis ve pasajlanarak yeni flasklara aktarilmistir. Flasklara
aktarilarak cogaltilan L929 fibroblast hiicrelerinin yiizeyleri kaplama oranlarina
bakilarak hiicrelerin yiizeyden ayrilma islemi gergeklestirilmistir. Hiicreleri flasktan
kaldirmak i¢in i¢indeki vasat atilip 2 mL PBS (1X) ile ytkanmistir. Ardindan 2mL
Tripsin-EDTA eklenip 2 dakika boyunca etiivde bekletilmistir. Inkiibasyon
isleminden sonra hiicrelerin yiizeyden ayrilmalar1 mikroskop yardimi ile kontrol
edildikten sonra taze besiyeri eklenip hiicreler falkon tiipe aktarilmistir. Aktarma
isleminden sonra falkon tiipler 2000 rpm’de 2 dakika santrifiij edilmistir. Yapilan
santrifiij isleminin ardindan siipernatant kismi atilarak falkon tiiplin en alt kisminda
kalan pellet 1mL taze besiyeri (%89 DMEM/F-12, %10 FBS ve %1 Penisilin-
Streptomisin) ile siispanse edilmistir. Bu islemin ardindan hiicre sayimi hiicrelerin

tripan mavisi ile boyanmasiyla gergeklestirilmistir.

2.10.3. Sitotoksisite Testi

Toksisite deneyi i¢in 48 kuyucuklu plakalar kullanilmistir. Hiicre sayimindan sonra
canl hiicre sayisina gore her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde hesaplama
yapilmistir. 48 kuyucuklu plakalarda her kuyucuga 200 pL hiicre koyulup 24 saat
slire ile inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda hiicrelerin plaka yiizeyine tutunup
tutunmadign kontrol edilmistir. Kuyucuklardaki besiyeri bosaltilmistir. Ornekler
(PHMNF, PHM-PMKNF, HP10, HP20 ve HP40 nanolifleri) 1 mg/mL olacak sekilde

besiyeri icerisinde hazirlanmustir. Ornekler, 3 tekrarli olarak yukaridan asagi dogru
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100, 50, 25 ve 12,5 pg/mL konsantrasyonlarinda kuyucuklardaki hiicrelerin {izerine
eklenmistir. Kontrol grubuna sadece besiyeri eklenmistir. Pozitif kontrole ise 50 pL
sisplatin eklenmistir. 24 saat inkiibe edilmistir. 1 mL' de 5 mg olacak sekilde Fenol
kirmiz1 igeremeyen DMEM kullanilarak MTT kit iiriinii hazirlanmistir. Inkiibasyon
sonunda plakalardaki besiyeri bosaltilmistir. Fenol kirmizi igermeyen DMEM
ortamindan kuyucuklara 100 pL eklenmistir. Daha sonra her bir kuyucuga 10 pL
MTT kit tiriinii eklenmistir. 37 °C’de 2-2,5 saat inkiibe edildikten sonra vasat atilip
hiicrelerin tizerine 100 uL izopropanol eklenmistir. Hiicre yasayabilirliginin tespiti
icin 48 kuyucuklu plakalarin absorbans yogunluk degerleri ELISA okuyucuda 570

nm’de okunmustur.
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Nanoliflerin Uretimi Ve Morfolojisi

Stirekli ve homojen lif {iretimi i¢in akis hizi, uygulanan voltaj, toplayici-igne
arasindaki mesafe ve polimer derisimi optimize edilmeye ¢alisilmistir (Cizelge 3.1).
Calismada formik asit:etanol (v/v=1:1) ¢oziici sistemi ile hazirlanan PHEMA
cozeltisi ile elektroegirme islemi yapilmistir. Elektroegirme sonucunda elde edilen
tim lifler diiz/serit yapida meydana gelmistir. 10 ul/dakika ve 15 cm mesafede
%?25'lik (w/v) PHEMA ¢ozeltilerine uygulanan voltajin 15 kV' dan 20 kV'ya
cikarilmasiyla serit yapidaki liflerin ¢ap1 ve sayist artmistir (Sekil 3.1).

Cizelge 3.1. Formik asit:etanol (1:1) ¢oziiclisiinde hazirlanan %25'lik PHEMA

¢ozeltisinin elektroegirme islem parametreleri

Voltaj Akis Hiza Mesafe
(kV) (nL/dak) (cm)

9
25 10 12
18
5
15 10 15
15
5
20 15
10
5
25 15
10
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Elektroegirme teknigi; tek tip, boncuklu, dalli, gézenekli, ¢ekirdek-kabuk, ici bos ve
diiz/serit gibi cesitli sekil ve dokularda nano boyutlara kadar lifler {iretebilir
(Matthews vd., 2002; Huang vd., 2004; Ramakrishna vd., 2005; Khorshidi vd.,
2016). Elektroegirme isleminde seg¢ilen islem parametreleri, uygun derisimde
hazirlanan polimer ¢dzeltilerinin lif morfolojilerini biiylik dl¢iide etkiler. Coziicliniin
buharlastirilmasiyla olusturulan lifin kesit sekli, ¢6ziicii molekiillerinin jetin kurutma
ylizeyi boyunca tasinmasina dayanmaktadir. Jetin dairesel kesiti, cogunlukla
homojen olarak daralir ve dairesel bir kesite sahip lif olusturur. Diger ucta, jet

tizerinde mekanik olarak kuvvetli bir kabuk olusur fakat kalan ¢oziiciiler, kabuk

boyunca yayilmadan once kabuk katilasir. Buharlagsma ilerledik¢e kabuk, ici bos bir

n‘ /“

tiip olarak kalir ve diiz bir seride veya diger yapilara dondisiir.

Suen 20 RIKKALE

Sekil 3.1. Formik asit:etanol (1:1)'de %25'lik (w/v) PHEMA lifler (A) 20 kV, 15 cm,
10 pL/dak, (B) 15 kV, 15 cm, 10 uL/dak

Topuz ve Uyar (2017) yaptiklar1 calismada elektroegirme islem parametrelerindeki
ve jelatin derisimindeki degisikliklerle jelatin liflerin diiz/serit benzeri morfolojilerini
incelemislerdir.  Ozellikle, uygulanan voltajdaki ve jelatin  derisimindeki
degisiklikler, lif seklinin yuvarlaktan diiz/seride geg¢isine neden olmustur. Diiz sekilli
liflerin olusumu, uygulanan voltaj ve jelatin derisiminin arttirilarak ¢6ziictiniin

(formik asit) lif matrisinden hizl1 bir sekilde buharlagmasina baglanmistir. Uygulanan
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voltajin 10 kV'dan 20 kV'ya yiikseltilmesiyle, yuvarlaktan seride agik bir sekil gegisi
gozlenmistir. Diger yandan, akis hizindaki degisiklikler liflerde bu tiir morfolojik
degisikliklere neden olmamistir. Bu anlamda, formik asidin yiiksek iletkenligi,
elektroegirme sirasinda jelatin ¢ozeltilerinden diiz sekilli liflerin olusumuna neden

olmustur.

Benzer sekilde, yassi sekilli Naylon-11 liflerin formik asit igerisinde hazirlanan

polimer ¢ozeltisinin 20 KV voltajda elektroegirilmesi ile olustugu rapor edilmistir
(Dhanalakshmi ve Jog, 2008).

Polimer derisimi, c¢ozeltilerin iletkenligi ve ¢Oziicii buharlasmasi gibi g¢esitli
parametreler bu tiir lif yapilarinin olusumunda rol oynar. Coziiciiniin lif matrisinden
sabit bir sekilde buharlagsmasiyla dairesel kesitli lifler iiretilebilir. Baslangigta, formik
asit:etanol ikilisi PHEMAin elektroegirilmesi i¢in ideal bir ¢oziicii olarak kabul
edilmistir. Ancak serit liflerin olusumundan dolay1 ve etanol:su sisteminin formik
asit:etanol ikilisine gore daha az toksik olacagi diisiincesiyle etanol:su ¢oziiclisii

tercih edilmistir.

Etanol:su (v/v=4:1) c¢oziicisinde PHEMA ¢ozeltisi ile elektroegirme islemi
yapilmistir. Cesitli islem parametrelerinin birbiri arasinda kombinasyonu yapilarak
islem parametreleri optimize edilmistir (Cizelge 3.2). Siirekli ve homojen lif iiretimi

icin optimize edilen akis hizi, voltaj ve mesafe sonraki caligmalar i¢in secilmistir.

Bu calismada, elektroegirme diizenegi kullanarak %10, 20 ve 40 (v/w) oranlarinda
HPYE ve %10 (w/w) PMETAK i¢ceren PHEMA nanolifler 8 pL/dak akis hizi ile 15
kV voltaj uygulanarak 17 cm mesafedeki toplayici lizerinde tiretilmistir.
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Cizelge 3.2. Etanol:su (4:1) ¢oziiciisinde hazirlanan %10'Tuk (w/v) PHEMA

cozeltisinin elektroegirme islem parametreleri

Voltaj Akis Hiza Mesafe
(kV) (nL/dak) (cm)
15
20
6 17
25
15
20
8 17
25
15
20
10 17
25
6
8
15 10 20
20
23
20 8 26
23
15 8 26

Sekil 3.2'de PHMNF ortiistiniin 500 biiyiitmeli ve Sekil 3.3'de PHM-PMKNF yara
oOrtlisiiniin 500 biyiitmeli (A) ve 5000 biiyiitmeli (B) SEM fotograflar1 verilmistir.
PHEMA ¢ozeltisinden optimize edilen sartlarda homojen dagilimli tek tip dairesel
kesitli lifler elde edilmistir. Ancak c¢ozeltiye PMETAK polimerinin ilavesiyle
PMETAK'daki amonyum grubunun su (¢oziicii) ile yaptigr giiglii hidrojen baglari

sonucu ¢oziicli buharlasamayip lifler birbirine yapisarak dalli yapilar olusmustur.
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KIRIKKALE X3, Bod > Men KIRIKKALE

Sekil 3.3. PHM-PMKNF yara ortiisiiniin 500 biiyiitmeli (A) ve 5000 biiyiitmeli (B)
SEM fotograflari

Coziicii buharlasma hiz1 diistiiglinde, asir1 ¢oziicii liflerin temas ettikleri yerde
birleserek, tabakalar arasi ve tabaka i¢i baglanma ile sonuglanan birlesmeler
olusturmustur. Bu durum, Sarhan vd. (2016a)'nin yaptiklar1 ¢alismada toplanan
nanolifli Ortiiniin yogunlugu g6z Oniine alinarak, yara iyilesmesi ve doku
miihendisligi gibi hiicre ile ilgili uygulamalarda daha faydali oldugu kanitlanan daha

bliytik interfiber bosluklarla sonuglanmistir.
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Dallanmig lifler, birincil jetlerin yiizeyinden daha kiigiik jetlerin piiskiirtiilmesiyle
olusturulur. Kiigiik bir jetin birincil jetin ylizeyinden piiskiirtiilmesi, bir jetin yiikli
bir damlacik yiizeyinden ¢ikisina benzemektedir. Boliinmiis lifler, birincil jetin iki
kiiglik jete ayrilmasiyla olusturulur. Dallarin olusumu, daha konsantre ve viskoz
cozeltilerde tek bir jet liretmek i¢in gereken minimum alandan daha yiiksek elektrik

alanlarinda daha sik gézlenmektedir (Yarin vd., 2005).

Koombhongse vd. (2001) HEMA'nin (50:50 etanol ve formik asit karigiminda %
20'lik (w/v) HEMA'dan diiz bir jet ve 50:50 etanol ve formik asit karistminda
%12'lik (w/v) HEMA'dan biikiilme jeti) elektroegirilmis liflerinde, birincil jet
yiizeyinden daha kiiciik jetin piiskiirtiilmesinden kaynaklanan dalli ve ayrik jetleri
gostermislerdir. 1Ikincil jetlerin kaynaklandig:i konilerin eksenleri, birincil jet

eksenine gore 90° ye yakin bir agida meydana gelmistir.

Wang vd. (2010) Polietilenimin (PEI)/Polivinil alkol (PVA) nanolifli membranlart
elektroegirme teknigi ile liretmislerdir. Yiiksek miktardaki PEI'nin amin gruplart ve
¢oziicli (su) arasindaki gili¢lii hidrojen baglar1 nedeniyle, ¢oziicli buharlagamayip
lifler birbirine yapisarak gozenekliligi azalan diiz bir membran olusturmustur. Kalan
¢oziiciiler, temas kurucu aglar1 olustururken liflerin birbirine kaynasmasina neden

olabilir.

Elde edilen liflerin ortalama ¢aplar1 ve standart sapmalar1 Cizelge 3.3’te verilmistir.

PHEMA'ya bir doérdiinciil amonyum tuzu olan PMETAK'n eklenmesiyle lif ¢aplari
1,1586 um'den 344,1 nm'ye dismistiir. Cozelti iletkenligi arttikga, lif ¢ap1
azalabilmektedir. Cozelti iletkenligi ¢oziicliye, polimer tipine ve iyonlastirilabilir
gruplarin varligina baghdir. PMETAK iizerindeki iyonlasabilen dordiinciil amonyum
tuzunun varh@ polimer ¢dzeltisini oldukga iyonik hale getirmistir. Iyonik siddetin
artist ¢ozelti iletkenliginin artigina bunun da daha ince liflerin olusumuna sebep

oldugu distliniilmektedir.
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Cizelge 3.3. Elde edilen liflerin ortalama ¢aplari

Uretilen Nano/Mikro Lif Ortiiler Ortalama Lif Caplar1 (nm)
PHMNF 1158,6+142,7
PHM-PMKNF 344,1+£20,5
HP10 357,8+27,4
HP20 360,1+33,6
HP40 379,8+36,2

HPYE yiiklenmis PHM-PMKNF &rtiilerinin 500 ve 5000 biiyiitmeli SEM goriintiileri

ise Sekil 3.4’te verilmistir.

Sekil 3.4 incelendiginde PHEMA-PMETAK c¢ozeltilerine %10, 20 ve 40 (viw)
oranlarinda HPYE ilavesi lif ¢aplarini etkilemistir. Yag miktar1 arttikca buda lif

caplarinin artisina sebep olmustur.
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Sekil 3.4. HP10 (A), HP20 (B) ve HP40 (C) liflerinin SEM fotograflari

Pourhojat vd. (2017) polikaprolakton nanoliflerine Hypericum perforatum'un alkolik
ekstraktint (%10, 30 ve 50 v/v) ilave etmislerdir. Bitki ekstrakti igermeyen ve

ortalama ¢ap1 245 nm olan nanolifler tekil, tek bigimli ve rastgele yonlendirilmis
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lifler olarak tanimlanmistir. Hyericum perforatum oziitiiniin eklenmesi lif ¢aplarini
carpict bir sekilde etkilemistir. Hyericum perforatum ilavesinden sonra ortalama lif
caplar 400 nm’ye kadar ¢ikmustir. Lif ¢aplarindaki bu artisin ¢6ziicii buharlasma

hizini azaltan 6ziit ilavesinden kaynaklandig: belirtilmistir.

Kim vd. (2014) yara ortiisii olarak kullanilmak {izere nanolifli membranlar tiretmek
icin propolis oziitii (agirlikca %5, 10 ve 30) ve %10'luk (w/v) poliiiretan (PU)
karisimi hazirlamiglardir. Sadece PU ve sirasiyla %5, 10 ve 30 propolis ilavesi ile

ortalama lif ¢aplarinin 204,4, 321,4, 377,2 ve 556,6 nm oldugunu belirlemislerdir.

Sarhan vd. (2016b) balin antibakteriyel ve yara iyilestirici aktivitesini, bali Polivinil
alkol/kitosan nanoliflerine dahil ederek incelemislerdir. Elde edilen sonuglarla, daha
yiiksek bal igeriginin (%10, 20 ve 30), artan caplarda (sirasiyla 284497 nm, 371+110

nm ve 464+185 nm) lif olusumuna sebep oldugu gosterilmistir.

3.2. FTIR Analizi

Yara Ortiilerinin Kimyasal bilesimini degerlendirmek ve yapisal degisikliklerini

saptamak i¢in FTIR spektrumlari incelenmistir.

Sekil 3.5°de PHMNF, PMETAK ve PHM-PMKNF liflerinin FTIR spektrumlari
goriilmektedir. PHMNF yara ortiisiinlin - FTIR spektrumu incelendigi zaman
karakteristik olarak O-H gerilme titresimi 3415 cm™, alifatik -CH,-, C-H ve -CHjs
gruplarinin gerilimine karsilik gelen zayif bir omuza sahip absorpsiyon banti 2946
cm™ ve ester grubunun C=0 gerilme titresimi 1720 cm™ civarinda gézlenmistir (Hu
vd., 2014). Saf PMETAK'm FTIR bantlari ise dérdinciil azot grubu 950 cm™,
metakriloksi grubu 1721 cm™, C-O asimetrik gerilmesi 1147 cm™, C-N gerilmesi
1232 cm™ civarinda gozlenmistir (Goel vd., 2009; Kim vd., 2019).

HEMA ve METAK'm ana kimyasal yapilart HEMA'daki -OH ve METAK'daki -
(CH3)3Cl gruplart hari¢ aynidir. Bu nedenle PHMNF ve PHM-PMKNF o6rtiilerinin
FTIR spektrumlarinin hemen hemen ayni ¢iktigi gozlenmistir. Normalde PHMNF
spektrumunda ikiye yarilmis halde 944 ve 966 cm™’de gézlenen pikin PHM-PMKNF

47



yara ortiilerinin spektrumunda 948 cm™’de daha siddetli bir pik seklinde yarilmadan
sadece 970 cm™ civarinda omuz vererek ¢iktigi belirlenmistir. Buda PMETAK 1n lif

yapisina girdiginin bir kanit1 olarak gosterilebilir.

w\r/_\// PHMNF o
!

1415 cm’? 2046 cm! 1720 cm? ‘!-..,H

:‘;\.
& .
— PMETAK
%‘ 17l cnr! ¢
= PHM-PMEKNF
¥
@)
1232 cm
1147 cm?
3500 2000 2500 2000 1500 1000 500

Dalga sayisi (cm')

Sekil 3.5. PHMNF, PMETAK ve PHM-PMKNF liflerinin FTIR spektrumlari

Sekil 3.6’da ise PHM-PMKNF, HPYE yiiklenmis liflerin ve sadece HPYE’nin FTIR
spektrumlar1 goriilmektedir. Buradaki amacimiz HPYE nin lifler i¢ine hapsedildigini
kanitlamaktir. HPYE nin FTIR spektrumu incelendigi zaman 722 cm™ civarindaki
bant doymamis yag asidinin C-H gerilmesine atfedilebilir (Besen vd., 2017). HP20
ve HP40 liflerinin spektrumlarima bakildiginda ekstrakt iceremeyen liflerden tek

farkinin 722 cm™ civarindaki C-H gerilme titresimi oldugu gozlenmistir. PHM-
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PMKNF ortiilerde 3433 cm™ civarinda goriilen pik O-H gerilme titresimini
gosterirken HPYE yiiklii liflerde bu pik 3410 cm™ civarina kaymistir. Bunun lifler
tizerindeki hidroksil gruplar1 ile HPYE’nin etkilesiminden kaynaklandig
distiniilmektedir. FTIR spektrumlarindan elde edilen sonuglar HPYE’nin liflerdeki

varligin1 dogrulamistir.
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Sekil 3.6. PHM-PMKNF, HP10, HP20, HP40 ve HPYE’nin FTIR spektrumlari
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3.3. Termogravimetrik Analiz

PHEMA numunesine ait Sekil 3.7'deki TGA termogrami incelendiginde bozulma 3
basamakta gerceklesmistir. ilk basamak 175-275 °C arasinda (tn=218 °C)
gerceklesmis olup burada polimer kiitlesinin yaklasik %32,5'ini kaybetmistir. Bu
kiitle kaybinin hidroksil ve ester gruplarinin parcalanarak yapidan ayrilmasindan
kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ikinci basamakta 275-320 °C (tnx=291 °C)
araliginda polimer kiitlesinin %15’ini kaybetmektdir. Bu kiitle kaybmnin yapidaki
karboksil gruplarindan ve polimer zincirlerinin kirilmas: nedeniyle gerceklestigine
inanilmaktadir. Bozulmanin son basamag: ise 320-420 °C araliklarinda gerceklesmis
ve maksimum bozunma sicakliginin 394 °C oldugu tespit edilmistir. Bu basamakta

polimer zincirlerinin kirilmast nedeniyle polimerin kiitlesinin %47,5'ini kaybettigi

goriilmektedir (Nahid vd., 2016).
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Sekil 3.7. PHMNF'nin TGA ve DTGA termogrami
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PMETAK numunesine ait Sekil 3.8'deki TGA termogrami incelendiginde bozulma 5
basamakta gerceklesmistir. Ilk basamak 25-110 °C arasinda (tnx=66 °C)
gerceklesmis olup burada kiitlesinin yaklagik %]10'unu kaybetmistir. Bu kiitle
kaybinin yapidaki suyun uzaklagsmasindan kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Ikinci ve
liciincii basamak 110-190 °C (tmax=176 °C) ve 190-300 °C (tnax=249 °C) aralifinda
polimer sirastyla kiitlesinin  %3’tlinii ve %46,7’sini kaybetmektdir. Bu kiitle
kayiplarinin dordiinciil amonyum gruplarmin pargalanmasi ve polimer zincirlerinin
kirilmas1 nedeniyle gerceklestigi ve kiitle kaybinin en ¢ok bu asamada oldugu
goriilmektedir. Bozulmanmn son iki basamag ise 300-380 ve 380-435 °C
araliklarinda gergeklesmis ve maksimum bozunma sicakliklarinin sirasiyla 340 ve
414 °C oldugu tespit edilmistir. Bu basamaklar da polimer zincirlerinin kirilmasi
nedeniyle polimerin kiitlesinin sirastyla %8,5’ini ve %25'ini kaybettigi goriilmektedir

(Dizman vd., 2006a, 2006b).
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Sekil 3.8. PMETAK'!n TGA ve DTGA termogrami

PHM-PMKNF numunesine ait Sekil 3.9'daki TGA termogrami incelendiginde

bozulma 6 basamakta ger¢eklesmistir. Burada bozulmalarin 3 basamaginin
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PHEMA’dan, 3 basamaginin ise PMETAK’tan kaynaklandig1 diistiniilmiistiir.
PMETAK ’1n pargalanmasina ait 160-200 °C arasinda %2,5 (tmax=177 °C), 250-280
°C arasinda %12 (tmex=263 °C) ve 330-370 °C arasinda %25 (tmax=343 °C) Kkiitle
kayiplar1 goriilmektedir. Buna karsilik PHEMA nin pargalanmasma ait 200-250 °C
arasinda %7,5 (tnax=225 °C), 280-330 °C arasinda %33 (tmax=307 °C) ve 370-425 °C
arasinda %17,5 (tnax=395 °C) kiitle kayiplar1 goriilmektedir. Tabiki 370-425 °C
araligindaki kiitle kaybi1 yalmizca PHEMA’dan kaynaklanmamaktadir, burada

PMETAK zincirlerinin parcalanmas1 da meydana gelmektedir.
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Sekil 3.9. PHM-PMKNF'nin TGA ve DTGA termogrami1

PHMNF, PMETAK ve PHM-PMKNF liflerinin karsilastirmali termogramlart Sekil
3.10'da verilmistir.
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Sekil 3.10. PHMNF, PMETAK ve PHM-PMKNF liflerinin karsilastirmali TGA

termogramlari

Sekil 3.11'de HP40 ve PHM-PMKNF vyara ortiilerine ait TGA termogramlar
verilmistir. 275 °C’ye kadar HP40 ve PHM-PMKNF ayni termal davranisi
gostermislerdir. Bununla birlikte 275 °C’den sonra HP40’in termal kararliligimin
daha yiiksek oldugu termogramdan agikca goriilmektedir. Fakat her iki lifinde
yaklasik 430 °C’de sadece kiitlelerinin %5 inin kaldig1 belirlenmistir. HP40’1n termal
dayanikliligimin ~ HPYE  i¢inde  bulunan  zeytinyagindan dolay1  arttigi
diistiniilmektedir. HP40 lifler i¢inde kiitlece %40 oraninda HPYE bulunmaktadir.
HPYE’nin icinde biyoaktif molekiillerin miktar1 ¢ok kisitli iken bunun biiyiik bir
kismini da zeytinyagi olusturmaktadir. Zeytinyagmin 275430 °C arali§inda termal
dayaniminin liflere gére biraz daha yiliksek olmas1 nedeniyle HP40 liflerin bozunma

sicakliginin bir miktar arttig1 belirlenmistir (Balasubramanian ve Kodam, 2014).
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Sekil 3.11. HP40 ve PHM-PMKNF'nin TGA termogramlari

3.4. Elemental Analiz

Liflerin elemental analizi PMETAK’ n liflerin yapisina girdigini kanitlamak igin
yapilmustir. Veriler Cizelge 3.4'de verilmistir. PHMNF'de azot bulunmazken, PHM-
PMKNF'deki deneysel azot icerigi %0.61 olarak bulunmustur. PHM-PMKNF yara

ortiistindeki azot igerigi teorik olarak asagidaki gibi hesaplanabilir;

1 g PHEMA-PMETAK lifi i¢in; PMETAK, PHEMA'nin kiitlece %10'u kadar liflere
dahil edilmistir. 1 g lifte 0,1 g PMETAK vardir.

METAK’1n molekiil agirligi 207,70 g/mol’diir. 1 tane METAK molekiiliinde kiitlece
%06 oraninda azot vardir. 0,1 g PMETAK da ise 0,006 g azot atomu bulunmaktadir. 1
g lifteki azot 0,006 g ise 100 g lifte teorik olarak azot miktarinin 0,6 g olmasi

gerekmektedir. Teorik olarak hesaplanan deger elde edilen sonuglarla ¢ok iyi uyum
icinde ¢ikmustir.
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Cizelge 3.4. Elemental analiz verileri

Ornek %C %H %N
PHMNF 53,77 7,99 -
PHM-PMKNF 52,91 8,11 0,61

3.5. HPLC Analizi

Elde edilen liflerdeki HPYE bilesenlerinin varligin1 géstemek i¢cin HPLC analizi
yapilmistir. Yapilan analizde HPYE igindeki bilesenler, standart kimyasallarin
kullanimi1 ile tanimlanmamistir. Bu calisma ile sadece HPYE, PHM-PMKNF ve
HP40 ornekleri uygun yontem ile hazirlandiktan sonra HP40 liflerindeki HPYE

icindeki bilesenlerinin varligi gosterilmistir.

Analiz sonucunda, 270 nm dalga boyunda PHM-PMKNF lifinde bulunmayan
yalnizca HPYE ve HP40 lifinde bulunan 9,80, 16,90 19,50, 29,10 43,50, 54,00 ve
54,50 dakika alikonma zamanlarinda 7 tane pik elde edilmistir. Kromotogramlar
(Sekil 3.12), PHEMA temelli liflere hapsedilen HPYE’nin aktif bilesenlerinin

varligin1 dogrulamustir.
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Sekil 3.12. HPYE, PHM-PMKNF ve HP40'in HPLC kromotogramlari

Brolis vd. (1998) RP-18 kolonu ve su-metanol-asetonitril-fosforik asit mobil faz
sistemi kullanarak Hypericum perforatum alkolik ekstraktlar1 bilesenlerinin
tanimlanmasi i¢in HPLC yontemi gelistirmislerdir. Klorojenik asit, Kkuersetin,
kuersitrin, izokuersitrin, rutin, hiperozit, I3',118-biapigenin, psddohiperisin, hiperisin,
hiperforin ve adhiperforin 50 dakika i¢inde 270 nm dalga boyunda HPLC-DAD ile

analiz edilmistir.

Baska bir ¢alismada ana aktif bilesiklerin, naftodiantronlarin ve floroglusinollerin
hizli bir sekilde belirlenmesi ig¢in bir HPLC-DAD yontemi ile 12 dakika iginde
hiperisin, protohiperisin, psddohiperisin, protopsddohiperisin, hiperforin ve
adhiperforin tayin edilmistir. Diisiik kantitatif tayin Seviyeleri, hiperforin igin 2
pug/mL ve hiperisin igin 0,5 pg/mL'iken, dedeksiyon sinirlar1 sirasiyla 0,1 ve 0,02
pg/mL bulunmustur (Tolonen vd., 2003).

Bagka bir ¢aligmada floroglusinol tiirevlerinin en yiiksek derisimini ve stabilitesini
elde etmek igin Hypericum perforatum yaglarina farkli hazirlama teknikleri
uygulanmis, siire ve sicaklik gibi ¢esitli parametrelerin modifikasyonlari ile elde
edilen bes yag ornegi HPLC-MS analizinden once 10 mL kloroform:metanol

(v/v=4:6) ile ekstrakte edilmistir. Yapilan caligma ile yaglarda sadece 13,118-
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biapigenin, hiperforin, adhiperforin ve furohiperforin igerigi analiz edilmistir.
(Isaachi vd., 2007).

Orhan vd. (2013) metanol ile ekstrakte edilen Hypericum perforatum yag 6rneklerini
Eclipse XDB-C18 kolonu kullanarak asetonitril ve formik asit (suda) mobil fazlari ile
lineer gradyanda analiz etmislerdir. Olgiim DAD dedektorii kullanilarak 270 nm'de
yaptlmistir. Tiim yag orneklerinin ¢esitli miktarlarda hiperisin, psddohiperisin,
hiperforin, adhiperforin ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesenleri icerdigi

bulunmustur.

HPLC analizinde yapilan ¢alismalarla elde edilen sonuglara gore, uygulanan metot
ve numune hazirlama sartlar1 cok onemlidir. Yapilan bu degisiklikler ile bilesenlerin
alikonma zamanlar arasinda farkliliklar ¢ikabilmektedir. Toplanan bitkinin yas ya da
kuru olmasi, 6ziitiin bitkinin hangi kismindan hazirlandig1 elde edilen yaglardaki
aktif bilesen icerigini degistirmektedir. Dogru bir sekilde tanimlanmis bir H.
perforatum orneginin kullanilmasiyla, geleneksel yolla zeytinyaginda hazirlanan
HPYE’den biyoaktif bilesenler elde edilebilmektedir.

3.6. Sisme Kapasitesi Tayini

Sisme g¢alismalari fizyolojik kosullar1 simiile eden pH 7,4 fosfat tamponu i¢inde ve
37 °C’de yapilmistir. Sisme Ozelligi, yara Ortiilerinde yara sivilarinin ve yaradan
sizan akintilarin emilmesinde rol oynar. PHEMA temelli liflerin sisme 6zelligi yara
lyilesmesinde ve deri rejenerasyonunda yara bolgesinin akintilar1 ve nem ortami igin
onemli bir 6zelliktir. Bir yara Ortiisli i¢in istenen sisme derecesi esas olarak yaranin
tipine baghdir (Kokabi vd., 2007). Liflerin sismesi su diflizyonu, hidrojen ve iyonik
baglarin ayrigmas1 ve amino veya karboksil gruplarmin iyonlagmasi ile ilgilidir

(Mathew vd., 2006).

PHEMA temelli liflerin sisme dereceleri Sekil 3.13'de verilmistir. En yiliksek sisme
derecesine % 210,66 ile PHMNF sahipken en diisiik sisme derecesine %86,88 ile
HP40 lifleri sahip olmustur. Sonuglar, PHM-PMKNF yara ortiilerinin PHMNF
ortiilere gore daha az sistigini gostermistir. Bunun PMETAK 1n pozitif yiiklii olmasi
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ve pH 7,4’te ortam negatif yiiklii olacag: icin elektrostatik ¢ekme kuvvetlerinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistir. HPYE yiiklii liflerin sismesinin azalmasinin
ekstraktin hazirlandig1 zeytinyagindan kaynaklandigina inanilmaktadir. Ciinkii yag
faz1 hidrofobik oldugundan dolay1 suyun liflerin i¢ine difiizyonunu azaltici etki
yapacaktir. Zaten liflerde bulunan yag igeriginin artis1 ile sisme derecesinin

azalmasida bunu kanitlamaktadir.
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Sekil 3.13. PHEMA temelli liflerin % sisme dereceleri

3.7. Antioksidan Aktivite Tayini

Elde edilen lif ortiilerin antioksidan aktiviteleri %DPPH siipiirme kapasiteleri ile
degerlendirilmistir. 517 nm'de maksimum absorpsiyona sahip DPPH, bir antioksidan

tarafindan kolayca temizlenebilen bir radikaldir (Lu ve Yeap Foo, 2001).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) aerobik hiicrelerin metabolizmasinda normal olarak
meydana gelen birgok redoks islemi ile tiretilir. Bu tiirler oldukga reaktif ve hiicrelere
zararhidir. Yok edilmezlerse protein, DNA ve lipit gibi dnemli molekiillere zarar

verebilirler. Serbest radikaller yara alaninda doku hasarina neden olarak iyilesme
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siirecini bozabilmektedirler. Ozellikle O” anyonu ve OH radikalleri kollajendeki
prolin ve hidroksiprolini pargalayarak fibroblastlarin proliferasyonunu, adezyonunu
ve canliligini degistirebilirler. Ayrica hidrojen peroksit bir taraftan keratinositlerin
goctinii engellerken diger taraftan epidermal biiytime faktorii (EGF) sinyal iletisimini

engelleyerek fibroblastlarda ciddi hasarlara neden olur (Yager vd., 2007).

Bir bitki ekstraktinin antioksidan aktivitesinin fenolik igerigi ile iligkili oldugu
yaygin olarak kabul edilmektedir (EImastas vd., 2006). Aslinda, fenolik bilesiklerin
radikal temizleyici aktiviteleri, benzen halkasina bagli hidroksil grubu sayisina
baghidir. Bu bilesiklerin antioksidan aktivitesi esas olarak indirgen ajanlar, hidrojen
vericiler ve metal selatlama kapasitelerine sahip tekli oksijen sondiiriiciiler olarak
hareket etmelerini saglayan redoks oOzelliklerinden kaynaklanmaktadir (Kahkonen
vd., 1999; Eghdami ve Sadeghi, 2010). H. perforatum 0ziitlerinin antioksidan
aktivitesi, birkag ROS’u temizleyebilen bir¢ok bilesigin i¢eriginden kaynaklanmistir.
Bu ozellik cilt yaralari, egzama ve iltihaplanma gibi oksidatif stres iceren cesitli
patolojik hastaliklarin popiiler kullanimlarini agiklar. Deneysel modeller iizerinde
yapilan ¢esitli caligmalar ile H. perforatum’un antiinflamatuar aktiviteye ve serbest
radikal temizleme yetenegine sahip oldugu bildirilmistir (Casrto vd., 2012; Kiyan
vd., 2015). H. perforatum’un o&ziitlerinin igeriginde birkag antioksidan bilesik
tanimlanmustir: hiperozit (Gioti vd., 2009), rutin (N6ldner ve Schotz, 2002), 13,118-
biapigenin (Colovic ve Caccia, 2008), katesin (Ploss vd., 2001) ve Kklorojenik asit
(Gioti vd., 2009; Tusevski vd., 2013). Bununla birlikte, Hypericum perforatum'un
antioksidan Ozellikleri toplanildigr bolgeye bagli olarak biiylik Olgliide farklilik
gostermektedir (Marrelli vd., 2014). H. perforatum'un toprak iistii kisimlarindan elde
edilen ekstraktalarin antioksidan aktivitesi c¢ogunlukla flavonoidlere ve fenolik
asitlere dayandirilmigken, floroglusinol, biflavonlar ve naftodiantronlarin énemli bir
aktivite saglamadigi gosterilmistir (Apak vd., 2007; Silva vd., 2008; Or¢i¢ vd.,
2011).

Cizelge 3.5'de gosterildigi gibi elde edilen PHM-PMKNF, HP10, HP20 ve HP40
liflerinin DPPH slipiirme aktiviteleri sirasiyla %3,66, %27,54, %64,40 ve %86,12
olarak bulunmustur. Bu sonug bize elektroegirme isleminden sonra da HPYE’lerin

lifler igerisinde antioksidan aktivitesini korudugunu géstermistir.
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Cizelge 3.5. PHEMA temelli yara ortiilerinin antioksidan aktiviteleri

Ornek %DPPH Siipiirme Aktivitesi
PHM-PMKNF 3,86

HP10 27,54

HP20 64,40

HP40 86,12

Han wvd. (2009) shikonin yiiklii Polikaprolakton/Poli(trimetilen karbonat)
cozeltilerinin ve elektroegirme ile iretilen liflerin DPPH radikali kullanarak
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Sonug, elektroegirme isleminden sonra
shikoninin DPPH siiplirme aktivitesi i¢in anlamli bir fark olmadigin1 ve ilag
materyalinin, lif {iretme islemi sirasinda yiiksek bir elektrik potansiyeline maruz

kaldiktan sonra bile antioksidan aktivitesini koruyabildigini géstermistir.

Yapilan bir ¢alisma da etil asetat, metanol ve su ile ektrakte edilen H. perforatum,
1000 pg/mL derisimde sirastyla %63,25, %89,80 ve %?20,35 DPPH siipiirme
aktivitesi gostermistir. Etanol ektraktinin antioksidan aktivitesinin daha yiiksek

olmasi yiiksek fenolik bilesik igeriginden kaynaklanmistir (Altun vd., 2013).

3.8. In Vitro Cahsmalar

3.8.1. Antibakteriyel Aktivite

Lif ortiilerin antibakteriyel aktiviteleri, enfeksiyon etkeni olarak cesitli ortamlardan
izole edilen Escherichia coli ve Staphylococcus aureus'a karsi incelenmistir.

Antibakteriyel aktivite 600 nm'de optik yogunluk dl¢iilerek degerlendirilmistir.
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Calismamizda PMETAK’in lifler igerisine ilave edilmesinin sebebi onlara
antibakteriyel 6zellik kazandirmak i¢indir. Sonuglar incelendigi zaman PMETAK 1n
yiirlitilen deney sartlarinda hem gram (+) hem de gram (-) bakterilere karsi
miikemmel antibakteriyel oOzellik gosterdigi ve mikroorganizmalarin  hig
cogalamadig1 goriilmektedir. Lifler igerisinde antibakteriyel aktivite gosteren
polikatyonik yapidaki METAK polimeridir. METAK’1n polikatyonik yapiya sahip
dordiinciil amonyum gruplart bakteri hiicre duvarindaki negatif yiik ile etkilesime
girmektedir. Etkilesim sonucunda bakterilerin hiicre zarmin elektrik dengesi bozulur
ve daha sonra bakteriler sitoplazmik sizinti nedeniyle hasar goriir veya oliir (Beyth
vd.,2006; Namba vd., 2009).

PHM-PMKNF, HP10, HP20 ve HP40 yara ortiileri E. coli (Sekil 3.14) ve ve S.
aureus'a (Sekil 3.15) kars1 %100 inbiyon gostermislerdir.
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Sekil 3.14. PHM-PMKNF, HP10, HP20 ve HP40 yara ortiilerinin E. coli'ye kars1 %

inhibisyonlari
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Sekil 3.15. PHM-PMKNF, HP10, HP20 ve HP40 yara ortiilerinin S. aureus'a karsi %

inhibisyonlari

PMETAK ve METAK asilanmis pamuk, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus gibi
gram pozitif bakterilere ve Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens gibi gram

negatif bakterilere karsi iyi antibakteriyel aktivite gostermistir (Goel vd., 2009).

Poli(para-fenilen etilen) (PPE) ve Poli(para-fenilen vinilen) (PPV)-PMETAK as1
kopolimerleri c¢esitli bakterilere karst test edilmistir. Sonuclar, bu konjuge
polielektrolitlerin ~ aktif oldugunu gostermistir. PPE-g-PMETAK, o&zellikle
Enterococcus faecium, Metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA),
Escherichia coli ve Acinetobacter baumannii'ye karsi en yiiksek antimikrobiyal

aktivite sergilemistir (Damavandi vd., 2018).

Collares vd. (2017) METAK ilavesi ile deneysel bir yapiskan gelistirip mekanik
Ozelliklerini ve in vitro antibakteriyel aktivitesini degerlendirmislerdir. Yapiskan
recineyle kopolimerize edilmis METAK, Streptococcus mutans’a karsit ¢ok iyi

antibakteriyel aktivite sergilemistir.
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3.8.2. Sitotoksisite Testi

HPYE yiikli 100, 50, 25 ve 12,5 pg/mL derisimlerdeki PHEMA temelli liflerin in
vitro hiicre canlilgt MTT testi kullanilarak degerlendirilmistir. 24 saat sonunda 570

nm'deki spektroskopik dl¢iim ile % hiicre canliligi hesaplanmistir.

PHMNF yara ortiileri en yiiksek hiicre canliligini sergilemistir. PHEMA temelli
liflerin tiimiinde % hiicre canlilig1 en yiiksek 12,5 pg/mL derisimde ortaya ¢ikmustir.
Diger derisimlerde (100, 50, 25 pg/ml) elde edilen % hiicre canliligi degerleri
biyouyumluluk smnirlarina dahil ¢ikmustir. L1929 hiicre canlilign sonuglar1 hem
PHMNF, PHM-PMKNF hem de HPYE yiiklii liflerin sitotoksik etki sergilemedigini
gostermistir (Sekil 3.16).

Giines vd. (2017) HPYE yiikli kitosan filmlerin in vitro hiicre canliligint WST-1
deneyi kullanarak degerlendirmislerdir. NIH3T3 hiicre canlilifi sonuglari hem
kitosan hem de yag yiikli kitosan filmlerinin sitotoksik etki sergilemedigini

gostermistir.

PHEMA'ya PMETAK ilavesi ile % canlilik degeri diismiistiir. Bunun nedeni
katyonik bir yapiya sahip olan PMETAK polimerindeki yiiklii gruplarin saglikli
hiicrelerin hiicre duvarlarina yapismasiyla islev bozukluklarina ve hiicre 6liimlerine

yol agmasidir.

Grup sayisindan ve katyonik gruplarin ii¢ boyutlu diizenlenmesinden kaynaklanan
yik yogunlugu, bir malzeme igin sitotoksisiteye neden olan 6nemli faktorlerdir.
Onceden yapilan galismalarla poli-L-lisin, poli-L-arjinin ve protamin gibi katyonik
polimerlerin sitotoksisitelerinin, yiizey yiikii yogunlugu ile dogrudan iligkili oldugu
bildirilmistir (Huang vd., 2004).
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Sekil 3.16. % Hiicre canlilig1 grafigi

HP40 liflerde % hiicre canlilig1 diismiistiir. Pourhojat vd. (2017) yaptiklar1 ¢alismada

benzer sonuglari elde etmislerdir.

SEM sonuglari, lif dallanmalarinin bir nedeninin de ¢oziicii buharlagsma hizini azaltan
HPYE ilavesinden  kaynaklandigim1  géstermistir.  Bu  sonuglar, yag
konsantrasyonunun artmasiyla lif iiretiminde kullanilan toksik ¢oziicti kalintilarinin

hiicre canliligini diisiirebilecegini ortaya koymustur.
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4. SONUC

Bu tez calismasinda yara iyilesmesini hizlandiran yara ortiilerinin tiretilmesi
hedeflenmistir. Bu hedefe yonelik HPYE yiikli PHEMA temelli nanolif yara
ortlileri tretilmis ve bu Ortiilerin karakterizasyonlari, sitotoksik etkileri,

antibakteriyel ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir.

Nanolifli yara ortiilerinin eldesi igin elektroegirme yontemi kullanilmustir.
Elektroegirme islemi sonunda mikro boyutta, dairesel kesitli, homojen
dagilimli PHEMA lifleri ve nano boyutta, lifler arasinda dallanma olan PHM-
PMKNF ve HPYE yiikli PHM-PMKNF yara oOrtiileri tretilmistir. PHMNF,
PHM-PMKNF ve HPYE igeren yara ortiileri sirasiyla ortalama 1,2 um, 344,1

nm ve 365,9 nm lip ¢aplarina sahip ¢ikmislardir.

FTIR spektrumlarindan elde edilen sonuglar HPYE'nin ve PMETAK'!n

liflerdeki varligin1 dogrulamastir.

TGA analizleri, yara Ortiilerindeki HPYE ve PMETAK varhigini
kanitlamistir. Zeytinyagi, HP40 yara ortiilerinin bozunma sicakligini bir

miktar arttirmistir.

Elemental analiz ile azot elementi analiz edilerek yara Oortiilerindeki

PMETAK varligi kanitlanmistir.

HPLC analizlerinde PHEMA temelli yara ortiilerindeki HPYE bilesenlerinin
varlig1 gosterilmistir. Analiz sonunda, PHEMA lifinde bulunmayan sadece

HPYE'de ve HP40 lifinde bulunan 7 tane pik elde edilmistir.

En yiiksek sisme derecesine % 210,66 ile PHMNF sahipken en diislik sisme

derecesine % 86,88 ile HP40 yara Ortiisii sahip olmustur.

Elde ettigimiz yara Ortlileri antioksidan aktivite gostermistir. HPYE

konsantrasyonu arttik¢a antioksidan aktivite artmstir.
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Yara ortiilerinin antibakteriyel aktiviteleri Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus'a karsi incelenmistir. Elde edilen HPYE yiiklii yara ortiilerinin hem S.

aureus'a hem de E. coli'ye kars1 %100 inhibisyon gosterdikleri bulunmustur.

L.929 hiicre canliligi sonuglart hem PHMNF, PHM-PMKNF hem de HPYE

yiiklii yara Ortiilerinin sitotoksik etki sergilemedigini gostermistir.

Ulkemizde ilk defa HPYEnin PHEMA temelli liflere hapsedilmesiyle
tiretilen yara ortiileri, antibakteriyel ve antioksidan aktivitelere sahip olmalar
ve toksik etki gostermemeleri nedeniyle potansiyel yara Ortii malzemesi

olarak kullanilabileceklerini géstermislerdir.
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