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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

LL-37 ANTIMIKROBIYAL PEPTIT ILE ISLEVSELLESTIRILMIS
PHB/KOLAJEN ELEKTROEGRILMIS YARA ORTUSUNUN
GELISTIRILMESI
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Damisman: Prof. Dr. Gokhan KARS
2025, 104 Sayfa

Jiiri
Prof. Dr. Gokhan KARS
Dog¢. Dr. Fatma BAYRAM
Dog. Dr. Tugba Nur ASLAN

Yanik ve yaralarin tedavisinde cilt onarimi 6nemlidir. Yaralanma sonrasinda cilt fonksiyonunu
yeniden saglamak ve yara iyilegsmesini kolaylastirmak i¢in doku miihendisligi kavrami ortaya ¢ikmaktadir.
Bu, biyolojik olarak pargalanabilen ve biyouyumlu malzemelerin siklikla doku yenilenmesi igin ana
iskeleyi olusturmak iizere kullanildigi bir alandir. Biyopolimerler, biyoaktivite, tekrar iretilebilirlik,
biyoemilebilirlik, biyouyumluluk, biyobozunurluk ve hidrofiliklik gibi milkkemmel benzersiz
ozelliklerinden dolay1 biyomalzemelerin {iretimi i¢in uygundurlar. Bu tezde, elektroegirme yontemiyle LL-
37 antimikrobiyal peptitle islevsellestirilmis PHB/Kolajen yara ortiisii prototipi gelistirildi. PHB/Kolajen
yara Ortiisii prototipi icin Cereibacter sphaeroides’ten ekstrakte edilen polihidroksibiitirat (PHB)
biyopolimeri, ticari PHB biyopolimeri ve bir diger dogal biyopolimer olan marin kolajen
hekzafloroizopropanol (HFIP) ile ¢oziindirilerek polimer ¢ozeltileri elde edildi. Hazirlanan polimer
cozeltileri bakteriyel PHB oranlar1 %0 bakteriyel PHB, %25 bakteriyel PHB ve %50 bakteriyel PHB olacak
sekilde farkli oranlarda hazirlandi. Bu polimer ¢ozeltileri, 1.8 mL/saat akis hizi, 18 cm galisma mesafesi ve
27 kV uygulanan voltaj gibi optimize edilmis elektroegirme parametreleri kullanilarak nanofiber formunda
elektroegrildi. Elde edilen nanofiberler Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM),
Termogravimetrik Analiz Cihazt (TGA), X-Isim Difraktometresi (XRD) ve Optik Tensiyometre
kullanilarak karakterize edildi. Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Escherichia coli (ATCC 25922)
iizerinde antibakteriyel aktivite degerlendirmesi, DMEM besiyerinde biyobozunurluk g¢aligmasi, 1929
fibroblast hiicre hatt1 iizerinde sitotoksisite testleri ve HS2 keratinosit hiicre hatti izerinde yara iyilestirici
etkisi arastirildi. Tasarlanan malzeme Ozelliklerini in vitro kosullarda degerlendirmek igin nanofiber
tizerindeki hiicrelerin morfolojisi ters 151k mikroskopu ile incelendi. Caligman sonucunda nanofiberlerin in
vitro olarak biyouyumlu oldugu ve toksik bir etkisinin olmadig1 gézlemlendi. Gelistirilen nanofiberin test
edilen bakterilere kars1 antibakteriyel etkinliginin oldugu ve LL-37 ile islevsellestirildiginde yara iyilestirici
etkisinin daha fazla oldugu tespit edildi.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal Peptit, Elektroegirme, Kolajen, LL-37, Polihidroksibiitirat
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DEVELOPMENT OF PHB/COLLAGEN ELECTROSPUN WOUND DRESSING
FUNCTIONALIZED WITH LL-37 ANTIMICROBIAL PEPTIDE
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Skin repair is essential in the treatment of burns and wounds. After an injury, the concept of tissue
engineering emerges to restore skin function and facilitate wound healing. This field often involves the use
of biodegradable and biocompatible materials as a primary scaffold for tissue regeneration. Biopolymers
are suitable for the production of biomaterials due to their excellent and unique properties such as
bioactivity, reproducibility, bioresorbability, biocompatibility, biodegradability, and hydrophilicity. In this
thesis, a PHB/Collagen wound dressing prototype functionalized with the antimicrobial peptide LL-37 was
developed using the electrospinning method. For the PHB/Collagen wound dressing prototype, polymer
solutions were prepared by dissolving polyhydroxybutyrate (PHB) biopolymer extracted from Cereibacter
sphaeroides, commercial PHB biopolymer, and another natural biopolymer, marine collagen, in
hexafluoroisopropanol (HFIP). The prepared polymer solutions were formulated with varying bacterial
PHB ratios: 0% bacterial PHB, 25% bacterial PHB, and 50% bacterial PHB. These polymer solutions were
electrospun into nanofiber form using optimized electrospinning parameters, including a flow rate of 1.8
mL/h, a working distance of 18 cm, and an applied voltage of 27 kV. The resulting nanofibers were
characterized using Field Emission Scanning Electron Microscopy (FESEM), Thermogravimetric Analysis
(TGA), X-Ray Diffractometry (XRD), and an Optical Tensiometer. Antibacterial activity assessments were
conducted against Staphylococcus aureus (ATCC 29213) and Escherichia coli (ATCC 25922).
Biodegradability studies were carried out in DMEM medium, cytotoxicity tests were performed on the
L929 fibroblast cell line, and the wound healing effect was investigated on the HS2 keratinocyte cell line.
To evaluate the properties of the designed material under in vitro conditions, the morphology of cells on
the nanofiber was examined using an inverted light microscope. As a result of the study, it was observed
that the nanofibers were biocompatible in vitro and had no toxic effects. The developed nanofiber showed
antibacterial activity against the tested bacteria, and when functionalized with LL-37, it exhibited enhanced
wound healing effects.

Keywords: Antimicrobial Peptide, Collagen, Electrospinning, LL-37, Polyhydroxybutyrate
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1. GIRIS

Bu ¢alismada, ¢ok sik olarak yasadigimiz kesikler, diyabet hastalarinin uzun stireli
gecmeyen yaralar1 ve yaralanmalarin nihai sonucu mikrobiyal kolonizasyona dayali yara
enfeksiyonu gibi durumlara etkili olabilecek biyopolimer tabanli antimikrobiyal peptitle
islevsellestirilmis yara Ortiisii prototipi gelistirilmesi hedeflenmistir. Yara enfeksiyonu
tyilesmeyi etkileyecek en onemli faktorlerden biridir. Kontrolsiiz enfeksiyonlar anatomik
ve fizyolojik biitiinliiglin korunmasini engeller. Cesitli antibiyotikler patojenleri yok
edebildikleri ve ¢ogalmalarini onleyebildikleri i¢in su anda diinya c¢apinda ciddi yara
enfeksiyonlarinin gelisimini Onlemek igin kullanilmaktadir. Fakat agir1 antibiyotik
kullanim1 ¢oklu diren¢ gosteren mikroplarin ¢ogalmasina yol agmaktadir. Bu nedenle
antibiyotik tedavisi bazi durumlarda kronik iyilesmeyen enfeksiyonlart yok etmede
etkisiz kalmaktadir. Bu tez ¢alismasinin hipotezi; “PHB/Kolajen tabanli gelistirilen LL-
37 yiiklenmis nanofiber matin in vitro yara iyilesmesini destekleyecektir” seklide
olusturulmustur. Bu calisma ile antibiyotik yerine antimikrobiyal peptitin kullanilmasi ile
coklu antibiyotik direncliliginin 6niine gecilmesine de katki saglanacaktir. Asagida tez

calismasi ile ilgili kavramlar ve kaynak aragtirmasi sunulmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Polimerler

Kiiresel plastik iiretimindeki hizli artig, gelismis fonksiyonellik sunan dayanikli
ve ucuz materyallere talebi arttirmistir. Hafif, ayarlanabilir, saglamlik ve elastikiyet,
kolay sekillendirme ve renklendirme, ayarlanabilir seffaflik, 1si/elektrik yalitimi gibi
ozelliklerinden dolay1 polimerler veya plastik nesneler giiniimiiz toplumunun bir parcasi
haline gelmistir. Bu 6zellikler gesitli uygulamalar i¢in kullanilmistir. Paketleme icin
esnek filmler, sert levhalar, dokuma ve halatlar i¢in lifler ile yiizey kaplamalar1 gibi
cesitli uygulamalarda kullanilmistir. Bu ¢esitli uygulamalar, farkli 6zelliklerin
kombinasyonlarim gerektirir. Ozellikle zorlu uygulamalara, karbon veya cam fiberleri
gibi gilicli malzemelerle polimerleri takviye ederek daha kolay ulagilmaktadir.
Polimerler genel olarak dogal (polisakkaritler ve proteinler), sentetik (esterler, amidler,
eterler, iiretanlar) biyolojik olarak pargalanabilen polimerler ve sentetik biyopolimerler
(veya hibrit sistemler) olarak siniflandirilabilir (Mukherjee vd., 2023) (Sekil 2.1.). Dogal
olarak mevcut biyobozunur polimerler, polisakkaritler, lignin, kitosan, nisasta, seliiloz,
kolajen v.s. ornekleri verilmektedir. Sentetik biyobozunur polimerlere ise alifatik

polyesterler, polianhidrit v.s. 6rnekleri verilmektedir.

POLIMERLER
\ l

Sentetik Dogal ya da Biyopolimerler

l I

Sentetik uzun Sentetik Sentetik yari-biyobozunur
Omiirlii plastikler biyobozunur hibrit polimerler
polimerler

Sekil 2.1. Polimerlerin genel siniflandirmasi1 (Mukherjee vd., 2023)

Bakteri ve mantar gibi mikroorganizmalar tarafindan organik materyallerin
parcalanmas1 biyobozunma olarak bilinir. Biyolojik olarak parcalanabilen materyaller
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olsa da cam ve plastik gibi par¢alanmasi binlerce yil siiren materyallerde vardir.
Biyobozunma, polimerin fiziksel, kimyasal, mekanik olarak parcalandigi ilk adimdir.
Ikinci olarak par¢alanma siireci, polimerik tiirlerin monomer ve oligomerlerin arasindaki
bagin parcalanmasina dayali siire¢ olarak devam eder (Sekil 2.2.) (Yeo vd., 2018;
Mukherjee et al., 2023).

BiYOBOZUNUR POLIMERLER
( Polyesterler, Polisakkaritler, Proteinler v.s. )

Mikrobiyal Aktivite
Aerobik Pargalanma Anaerobik Par¢alanma
CO,, H,0, CHa4, CO»,
Rezidii Ve Rezidii ve
Biyokiitle Biyokiitle

Sekil 2.2. Polimerlerin biyolojik par¢alanmasinda genel mekanizma (Yeo vd., 2018)
Dogal olarak mevcut biyobozunur polimerler, polisakkaritler, lignin, kitosan,

nisasta, seliiloz, kolajen v.s. 6rnekleri verilmektedir. Sentetik biyobozunur polimerlere ise

alifatik polyesterler, polianhidrit v.s. 6rnekleri verilmektedir. (Sekil 2.3.) (Yeo vd., 2018).

Biyobozunur polimerler

Dogal olarak biyobozunur Sentetik biyobozunur
Polisakkaritler Alifatik poli (ester)
Lignin Poli (anhidrit)
Kitosan Poli (fosfazan)
Nisasta Poli (aminoasitler)
Kolajen

Sekil 2.3. Biyobozunur polimerlerin siniflandirilmasi (Yeo vd., 2018)



2.2. Biyopolimerler

Dogal polimerler olarak da bilinen biyopolimerler, canli organizmalardan {iretilen
organik bilesiklerdir. Bu polimerler polyester, peptit ve polisakkarit olusturmak igin
kovalent baglar1 birlikte tutan monosakkarit, ester ya da aminoasitlerin tekrarlayan

birimlerini igerir (Sekil 2.4.) (Gobi vd., 2021; Sharma vd., 2018).

— | Nisasta/Nisasta tiirevleri

Kitosan/Kitin,
Aljinatlar, Pektinler

—»| Polisakkaritler

Seliiloz

Hayvan proteinleri
(kolajen,jelatin)

Biyokiitleden
ekstrakte edilen

Proteinler /
Polipeptitler

VL

polimerler

—»| Bitki proteinleri
(Soya, bugday)

Dogal — | Lipitler

—»| Bakteriyel Seliiloz

4

Mikroorganizmadan . . - -
direkt olarak iiretilen Mikrobiyal Polyesterler Fb Polihidroksialkanoatlar

Biyopolimerler =~ —] polimerler

7

Canl tiirevli Poliglikolik asit
monomerlerden Polilaktik asit

tretilen polyesterler
\

Polivinil alkol
Polivinil asetat

v

Sentetik

PCL
Alifatik PGLA
nolvesterler PLA

Sekil 2.4. Biyopolimerlerin siniflandirilmasi (Sharma vd., 2018)

Biyopolimerler baslica 3 ana grupta karakterize edilir; 1) Nisasta gibi tarimsal
kaynaklardan elde edilen biyopolimerler 2) PHA gibi mikrobiyal aktivitelerden elde
edilen biyopolimerler 3) PLA gibi biyoteknoloji araciligiyla elde edilen biyopolimerler,

tarim bazli biyopolimerler, polisakkaritler ve proteinler olarak kategorize edilebilir (Sekil



2.5.) (Zarrintaj vd., 2023). En iyi bilinen polisakkaritler kitosan, aljinat, pektin, nigasta ve
agarozdur (Zarrintaj vd., 2023). PHA'lar, mikrobiyolojik siireclerle sentezlenen bir madde
grubudur. Bakteriler, bol miktarda karbon ve azot kaynagi bulunan kosullarda, bu
sitotoksik olmayan polyesterleri enerji depolama malzemesi olarak iiretirler. Cogu PHA,
hidrofobiklik, optik izomerizm, biyolojik olarak parcalanabilirlik ve biyouyumluluk gibi
olumlu o&zellikler kazandiran 6zgiin yapilara sahiptir. Bu dogal lineer polyesterler,
Ozellikle ila¢ tasima uygulamalar1 agisindan tip alaninda giderek artan bir ilgiyle

karsilagsmaktadir (S.-Q. Zhang vd., 2025).

PHBHHx Mikroorgaanizma Tarmmsal kaynakh
kaynaklh
PHB Nigasta
PHBY . . Seliiloz
BIYOPOLIMER "
Aljinat

A
vy
4.’

Biyoteknoloji
kaynakh

PLA

Sekil 2.5. Sentez kaynagi bakimindan en yaygin olan biyopolimerlerin siniflandirilmasi (Zarrintaj vd.,
2023)

Biyopolimerlerin kaynagi hayvanlar, bitkiler, mikroorganizmalar ve bakterilerdir.
Polivinilalkol (PVA) ve polietilen glikol (PEG) gibi sentetik polimerler, yeni polimerik
malzemeler gelistirmek i¢in dogal polimerler ile karistirilabilmektedir. Bu sekilde
polimerik materyaller geligsmis biyolojik 6zellikler gostermektedir. Sentetik malzemelerle
karsilagtirildiginda, bu  polimerler  biyouyumluluk,  biyobozunurluk,  geri
doniistiiriilebilirlik ve daha diisiik antijenite gibi avantajlara sahiptir (Gobi vd., 2021).
Doku miihendisliginde genellikle tarim kaynakli, mikroorganizma kaynakli ve
biyoteknolojiye dayali biyopolimerler kullanilmaktadir. Bu biyopolimerlerin ortak
0zelligi biyouyumlu ve biyolojik olarak pargalanabilir 6zellikte olmasidir. Tarim kaynakli
biyopolimerlere nisasta, kitin, kitosan jelatin, aljinat, agaroz, seliiloz, kolajen gibi
biyopolimerler 6rnek verilebilir. En yaygin dogal polimer kolajendir. Diinyadaki en bol
protein oldugundan hayvan veya bitkisel kokenlerden kolayca ekstrakte edilebilir.

Kolajen, hiicre dis1 matriks i¢inde en bol bulunan proteindir. Kolajen lifleri, diigiik

antijenisite, iyi biyouyumluluk ve miikemmel biyolojik pargalanabilirlik 6zellikleri



tagiyan saglam iskeleler olusturur. Bu protein, normal yara iyilesme siire¢lerinde 6nemli
rol oynamakta olup, fibroblast olusumunu destekler, endotel hiicrelerin gogiinii
hizlandirir, pthtilasmayi tetikler ve nihai yara izinin olusumuna katkida bulunur. Ayrica
kolajen, antibiyotik ilaglarla emprenye edilerek, ila¢ tasinimi i¢in etkili bir rezervuar
islevi gorebilir (Borda vd., 2016).

Doku miihendisligi, dokular, implantlar ve protezler icin biyolojik alternatiflerin
olusturulmasinda tip biliminde biiyiik 6nem kazanmaktadir. Biyolojik parcalanabilir ve
biyouyumlu malzemeler kullanilarak doku yenilenmesi i¢in birincil destekleyici yapilar
olusturulur. Dogal olarak meydana gelen kolajen, kitosan, laminin, hyaluronik asit vb.
gibi iskele malzemeleri dokularin yenilenmesi i¢in yaygin olarak kullanilir (Sekil 2.6.)
(Sundar vd., 2021). Doku miihendisliginde, iskelenin uygunlugu veya tasarimi asagidaki
temel faktorlere goére belirlenir: Biyouyumluluk, biyolojik olarak pargalanabilirlik,

mekanik ozellikler, iskele yapis1 ve iiretim teknolojisi.

Kolajen kaynaklar1
( Balik, Bitki)

Kolajen Biyomalzemeler

/,/:f%,

L= »

-
Fegeg] — 2=
Hiicre gogalmasi

Fitokimyasal Birlestirme

Modern teknolojiler w

Sekil 2.6. Doku mithendisligi (Sundar vd., 2021)

Dogal polimerler, sentetik polimerler gibi potansiyel malzemelerden iskele imal
etmek icin farkli iiretim teknolojileri kullanilmaktadir. Bir¢ok iskele, cilt dokusu
miithendisliginin uygulanmasi i¢in tasarlanmis ve kendi avantajlar1 ve dezavantajlar1 olan
sentetik ve dogal tiirevli polimerler kullanilarak iiretilmistir. Bu sorunlarin iistesinden
gelmek i¢in hem dogal olarak tiiretilmis polimerler hem de biyolojik olarak
parcalanabilen sentetik polimerler, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak

lizere birlesik iskeleler olusturmak tizere birlestirilebilir. Bu hibritlestirilmis iriiniin,



kisitlamalarinin iistesinden gelmek i¢in kendi avantajlarina sahip olmasi beklenir. (Tablo

2.1)

Tablo 2.1. Sentetik-dogal polimerlerin avantaj ve dezavantajlar1 (Sundar vd., 2021)

Kaynaklar Avantajlar Dezavantajlar
Sentetik ( PGA, PEG, PCL v.b.) Yiksek mekanik dayanim Viicutta dogal olarak
olugmaz.
Kolayca tasarlanmis sekil ve boyut Spesifik hiicre
etkilesimi eksikligi
Kristallik

Kopolimer orant
Uretilebilirlik kolaylig

Islenebilirlik
Biyouyumluluk
Sterilize edilebilirlik
Dogal ( Aljinat, Kolajen, Elastin v.b. ) Spesifik hiicre etkilesimi Diisiik mekanik
dayanim
Biyolojik olarak parcalanabilir Bozunma periyodu
degistirilemez

Toksik olmayan
Canlilardan tiirevlenmis

Biyomalzeme olarak kullanilir.

Kolajen iskeleleri, iyi biyolojik bozunabilirlige, miikemmel biyouyumluluga,
diisiik antijeniteye ve ayrica degistirilebilir fonksiyonel gruplarin mevcudiyetine sahiptir.
Bu kolajen iskeleler yaniklarda, noroplastik ve rekonstriiktif, oral, periferik sinir ve
tendon ameliyatlarinda, yara onarimi ve iyilesmesinde, sinir rejenerasyonunda kullanilir.
Kolajen, dogal bir yara ortiisii olarak kullanilir ve essiz 6zelliklere sahiptir. Bakterilere
kars1 direnclidir, yara ortiisii olarak kullanim i¢in olumlu bir faktordiir. O enfeksiyonla
savasma dogal yetenegi nedeniyle yaranin steril kalmasina yardimci olur. Kolajenin ana
kullanim alanlari, ciddi yanik ve yaralar1 tedavi etmek icin kullanilan sentetik deri
alternatiflerinin tiretilmesidir (Sundar vd., 2021).

Yara iyilesmesinin dort agsamasi boyunca kolajen, bazi islevler goriir:
e Kilavuz islevi: Kolajen lifleri, bir bag dokusu matrisi boyunca go¢ ederken
fibroblastlar1 yonlendirmeye hizmet eder.
o Kemotaktik ozellikler: Mevcut genis yiizey alami kolajen lifleri iizerinde
fibrojenik hiicreleri ¢ekerek iyilesmeyi daha da etkinlestirir.
e (Cekirdeklenme: Kolajen, belirli nétr tuz molekiilleri varliginda, fibril yapinin

formuna sebep olan c¢ekirdeklenme ajani olarak davranir. Kolajen yara oOrtiisii,



yeni kolajen birikimini ve kilcal biiylimeyi yonlendirmek i¢in bir kilavuz gorevi
gorebilir.
e Hemostatik 6zellikler: Trombositler hemostatik bir tika¢ olusturmak i¢in kolajen

ile etkilesime girer (Sundar vd., 2021).

Mikroorganizma kaynakli biyopolimerlere ise PHA c¢esitleri (PHB ve PHB
kopolimerleri) Ornek olarak gosterilebilir. Biyoteknoloji araciligryla iiretilen
biyopolimerlere ise polilaktik asit gibi bakteriyel fermentasyon sonucu elde edilen

birimleri kullanarak olusturulan polimerler 6rnek verilebilir (Tablo 2.2.).

Tablo 2.2. Doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilan baglica biyopolimerlerin &zellikleri ile birlikte
smiflandirma (Zarrintaj vd., 2023)

Kaynak Biyopolimer Ozellikler
Tarim kaynakli Nisasta Amiloz, amilopektin ve hidrofilik yapilardan
meydana gelir.
Kitin Seliilozdan sonra ikinci en ¢ok bulunan
polisakkarittir.
Kitosan Kitinin deasetile formudur. Biyouyumlu,
biyobozunur bir polimerdir.
Jelatin Kolajen hidroliziyle elde edilir.
Aljinat Lineer bir polisakkarittir.
Agaroz Kirmizi algden elde edilir. Agarobiyoz tekrar
iiniteleri igerir.
Seliiloz Tarim kaynakli en ¢ok bulunan polimerdir.
Kolajen Memelilerde ¢ogu bag dokusunun elementidir.
Mikroorganizma kaynakli PHA’lar Bakteriyel fermentasyon araciligiyla sentezlenen
polyester ailesindendir. En basit ve ¢ok bilinen
PHA ¢esidi PHB dir.
Biyoteknoloji kaynakli Polilaktik asit | Yenilenebilir kaynaklardan iiretilen bakteriyel
fermentasyonla olusturulan laktik asit
birimlerinden olusan polyesterdir.

Cesitli canli organizmalar, nisasta, seliiloz ve pektin gibi dogal polimerler {iretir.
Dogal polimerler, biyobozunurluk ve biyouyumluluk nedeniyle yanik ve yara Ortiisii i¢in
rejeneratif terapotik  sektorde yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyomedikal
uygulamalarda en yaygin kullanilan dogal polimerler, polisakkaritler ve proteinlerdir. Bu
polimerler yara Ortiisii, yara iyilestirme ilag taginimi, organ nakli ve doku miihendisligi

gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda kullanilir (Gobi vd., 2021).



2.2.1. Polihidroksialkanoatlar (PHA)

Yaklasan fosil yakit kriziyle birlikte, alternatif kimyasal/materyal kaynaklar
insanligin fosil yakitlara bagimliligini azaltmada énemlidir. Son yillarda en umut verici
biyolojik olarak parcalanabilen malzemelerden biri, neredeyse biitiin bakterilerce tiretilen
/korunan polimerlerin polihidroksialkanoat (PHA) ailesi olarak bilinir (Dut, t.y.). PHA,
mikroorganizmalar tarafindan dogal olarak sentezlenen biyopolyesterlerin bir sinifidir.
Fosil tiirevli irlinlere kiyasla maliyet acisindan uygundur. PHA, biyouyumlulugu,
biyobozunurlugu, kimyasal cesitliligi ve yenilenebilir karbon kaynaklarindan
iiretilmesinden dolay1 arastirma konusu ve ticari anlamda ilgi ¢ekmistir (Tan vd., 2014).
PHA bir¢ok avantajindan dolay1 énemlidir. Benzersiz biyobozunurluk, biyouyumluluk
kombinasyonu, kontrol edilebilir termal ve mekanik 6zellikler ve PHA molekiiler agirlik
aralig1 10.000 Da — 1.000.000 Da olmas1 en 6nemli avantajlar1 arasindadir (S.-Q. Zhang
vd., 2025). PHA’nin kimyasal yapisi, PHA bilesiginin karbon sayis1 ve isimlendirilmesi
alkil R gruplar tarafindan belirlenir (Sekil 2.7.).

R 0
*clH lol
0/ \CHZ/
n

R grubu Karbon numarasi PHA polimeri
metil Cs Poli(3-hidroksibiitirat)
etil Cs Poli(3-hidroksivalerat)
propil Ce Poli(3-hidroksiheksanoat)
bitil C; Poli(3-hidroksiheptanoat)
pentil Cs Poli(3-hidroksioktanoat)
heksil Co Poli(3-hidroksinonanoat)
heptil Cio Poli(3-hidroksidesancat)
oktil Cn Poli(3-hidroksiundesanoat)
nonil Ciz Poli(3-hidroksidodesanoat)
desil Ciz Poli(3-hidroksitridesanoat)
undesil Cia Poli(3-hidroksitetradesanoat)
dodesil Cis Poli(3-hidroksipentadesanoat)
tridesil Cis Poli(3-hidroksiheksadesanoat)

Sekil 2.7. Polihidroksialkanoat (PHA) kimyasal yapis1 (Tan vd., 2014)

PHA’larin iiretiminde farkli karbon kaynaklar1 kullanarak calisilmis ve PHA

cesidinin karbon kaynaklarina bagli oldugu anlasilmistir. Yaygin olarak kullanilan



karbon kaynaklar1 5 kategoriye ayrilir: Gazlar (Karbondioksit, Metan), Alkoller
(Metanol, Etanol, Gliserol), Karbonhidratlar (Glukoz, Fruktoz, Siikroz, Maltoz, Laktoz,
Nisasta, Seliiloz), Alkonoik asitler (Asetik asit, Propiyonik asit, Biitirik asit, Valerik asit),
Alkanlar (Heksan, Oktan). Genis spektrumda karbon kaynaklar1 oldugu i¢cin PHA en
popliler biyoplastik olmustur. PHA’lar karbon atom sayilarina dayali kisa zincir
uzunlugu (C3—C5) ve orta zincir uzunlugu (>C5) olmak iizere ikiye ayrilir (W. Zhou vd.,
2023).

Alkil grubunun (R) boyutu, PHA'larin malzeme 6zellikleri iizerinde 6nemli bir
etkiye sahiptir. Kisa zincirli PHA'lar, metil ve etil grubu gibi kii¢iikk yan zincirler
icermeleri nedeniyle yiiksek kristallilik, yiiksek elastikiyet modiilii ve diisiik kopma
uzamas1 gostererek sert bir malzeme davranisi sergiler (W. Zhou vd., 2023). Orta
zincir uzunluguna sahip, biiyiik yan zincirli PHA'lar ise genellikle daha diistik kristallik,
yiiksek kopma uzamasi ve diisiik erime noktasina sahip elastik
malzemelerdir. Birgok mikroorganizmada, zorlu kosullar altinda hiicre igindeki birikim
gerceklestirilir. Bu depolama cesitleri arasinda PHB, PHV, 3H2MV ve 3H2MB yer
alir. Bu polimerler, genel olarak polihidroksialkanoat (PHA) olarak adlandirilmaktadir.
(Karaca, 2018). PHB, en yaygin olan ve endiistriyel olarak ilk iiretilen homopolimerik
PHA’dir. Poli (3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksivalerat) (PHBV), poli (3-hidroksibiitirat-
ko-3hidroksiheksanoat) (PHBHHX) ve poli (-3-hidroksibutirat-ko-4-hidroksibutirat)
(P3HB4HB) baslica iiretilen PHA kopolimerleridir (W. Zhou vd., 2023).

PHA iireten mikroorganizmalar, ¢esitli karbon kaynaklarini kullanarak ortalama
PHA iiretimi gergeklestirirler. Bu durum mikroorganizmanin tiirtine gore degisiklik
gosterir. PHA biyobirikme 6zelligi, 70’den fazla bakteri ve arke cinsinde yaygindir. PHA
tireten mikroorganizmalar anabolik ve katabolik yolaklarla sayisiz karbonun
baglanmasin1 saglar. Cesitli karbon kaynaklar1 PHA {iretiminin ¢esitlendirilmesinde

onemli bir etmendir (Tablo 2.3.) (Tan vd., 2014).
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Tablo 2.3. PHA iireticileri ve gerekli olan karbon kaynaklari (W. Zhou vd., 2023)

Karbon kaynaklar Mikroorganizmalar PHA cesidi icerik (%)
Methylosinus trichosporium PHB 51
Metan

Methylocystis parvus PHB 68
Karbondioksit Cupriavidus necator PHB 39.5
Paracoccus denitrificans PHB 57.3

Metanol Methylobacterium extorquens PHB 35
Gliserol Bacillus sp. ISTVK1 PHBV 85.2
Asetat Cupriavidus necator H16 PHB 29.2
Propiyonat PHBV 29.3
Biitirat PHB 31.9
Laktik asit PHB 40.7
Valerat Wautersia eutropha NRRL PHBV 52.27
Sitrat PHB 73.62
Siiksinat PHB 69.72

Heksanoat Rhodococcus sp. NCIMB PHBVHHX 25
Glikoz Haloferax mediterranoi PHBHV 48.6
Fruktoz Schelegelella thermodepolymerans PHB 29.36
Laktoz PHB 40.41

Siikroz Alcaligenes latus PHB 88
Seliiloz Saccharophagus degradans PHB 17.42

2.2.1.1. Polihidroksibiitirat (PHB)

Polihidroksialkanoatlar (PHA) ailesi igerisinde, ilk kesfedilen ve literatiirde en
kapsamli bigimde incelenen polimer, yiiksek kristallik oOzelligiyle dikkat ceken
polihidroksibiitirat (PHB)’tir. PHB, biyouyumlulugu agisindan son derece elverislidir;
zira bu polimer ve tiirevleri, insan kani1 ve dokularinda dogal olarak bulunabilmektedir.
Ayrica, hiicre metabolizmasinin dogrudan iriinii olmasi, biyolojik sistemlerle olan
etkilesimini daha da uygun hale getirmektedir (Volova vd., 2003). PHA grubu igerisinde
cok sayida varyasyon bulunmasina ragmen, PHB (poli-B-hidroksibiitirat) en yaygin
olarak kullanilan, en iyi karakterize edilen ve iizerinde en fazla bilimsel ¢caligsma yiiriitiilen
tir konumundadir. Yiiksek reaktiviteye sahip hidroksibiitirik asit monomerlerinden
olusan PHB nin polimer zincirinde, metil yan grubu igeren yapisal bir 6zellik mevcuttur.
PHB’nin, Biyopol ismiyle bilinen ticari formunun kimyasal formiilii (C4HsO2)n dir.

Molekiil agirligi 6x10* -200x10* Da araliginda degismektedir (Dut, t.y.) (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. PHB’1n genel formiilii (Dut, t.y.)

PHB’mn fiziksel ve kimyasal 6zellikleri ise; suda ¢6ziinmez, neme direnclidir.
Oksijene karst olduk¢a dayaniklidir. Biyobozunur bir polimerdir. Biyouyumlu olma
ozelligine sahiptir. Sadece dezavantaj olusturabilecek 6zelligi ise petrol tiirevlerine gore
maliyetli bir polimerdir (Dut, t.y.). PHB; bir¢ok mikroorganizma tarafindan zengin
karbon kaynaklaridir ancak N, P, S, O veya Mg gibi besinlerin kisitli oldugu kosullarda
ve hiicre i¢i ortamda enerji rezervi olarak biriken bir depolama maddesidir (Algur, 2018).
PHB, karbon ve enerjinin prokaryotik depolama bilesikleridir (Sznajder, 2011). Bu
polimerin temel karbon kaynaklar1 glikoz ve nisasta gibi bilesiklerdir.
Mikroorganizmalar gerekli enerjiyi elde etmek i¢cin PHB'yi metabolize eder ve ihtiyaclar
kargilanir. PHB, sitoplazmada hiicre i¢i inkliizyonlar/graniiller halinde bulunur.
Bakterilerde biriken PHB’ler, faz kontrast mikroskobu ya da elektron mikroskobu ile
goriintiilenebilir (Sekil 2.9.) (Dut, t.y.). ik olarak Bacillus megaterium'dan kloroformda
ekstraksiyon yoluyla izole edilmistir; bu graniiller dogada kristaldir ve yiiksek erime

sicakligina sahiptir (Roohi vd., 2018) (Tablo 2.4.).

Sekil 2.9. Priestia sp. YH4'in 30 °C'de MB ortaminda 96 saatlik ekimden sonra optimize edilmis
kosullarda TEM goriintiisii ve PHB firetimi (Jung vd., 2023)
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Tablo 2.4. Diger biyobozunur biyopolimerlerle PHB nin fiziksel 6zelliklerinin karsilastirilmasi (Roohi

vd., 2018).
Parametreler PHB PHBV PP PLA PCL
Erime sicakhgi (°C) 171-182  137-179 171-186 150-162 58-65

Camlasma sicakhgi (°C) 2-15 (-6)- 10 -10 45 - 60 (-65) - 60

Kristallesme derecesi (%) 60 56 50-70 37 53.6
Cekme dayanim (o) (MPa) 43 20 38 21-60 20.7 - 42
Yogunluk (g/cm?) 1.23-1.25 1.2 0.905 1.21-1.25 1.11-1.15
Kopma uzamasi (g) (%) 5 50 400 25-6 300 - 1000

2.2.1.2. Polihidroksibiitirat (PHB)’1in Mikroorganizmalar Tarafindan Uretimi

Canl1 hiicrelerde PHB sentezi genellikle glukozun substrat olarak kullanilmasiyla
baslar ve cesitli enzimlerin etkisiyle PHB polimeri sentezlenir. Biyobozunur polimerler,
zamanla daha kii¢ciik molekiillere—oligomerler, dimerler ve monomerler—parc¢alanarak,
nihayetinde karbondioksit (CO:) ve suya (H20O) mineralize edilir. Bu biyolojik ayrigsma
stirecinde Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella, Actinomycetes, Nocardia, Streptomyces,
Thermoactinomycetes, Micromonospora, Mycobacterium, Rhodococcus,
Flavobacterium, Escherichia, Alcaligenes ve Comamonas gibi bakteriler 6nemli gérev
iistlenmektedir. Ote yandan, biyolojik bozunma siirecinde aktif rol oynayan mantarlar
arasinda Sporotrichum, Talaromyces, Phanerochaete, Ganoderma, Thermoascus,
Thielavia, Paecilomyces, Thermomyces, Geotrichum, Cladosporium, Phlebia, Trametes,
Candida, Penicillium, Chaetomium ve Aureobasidium yer almaktadir (Roohi vd., 2018).

Pek c¢ok mikroorganizma, fazla karbon ve azot, oksijen ve esansiyel elementler
(N, P, S, Mg, K, Fe, vb.) gibi maddeler olmadan dengesiz biiylime kosullarinda PHB
tiretir. PHB olusumuna neden olan belirli besinler; Azot kaynagi eksikligi, karbon
kaynag1 fazlaligi, demir eksikligi, magnezyum eksikligi, manganez eksikligi, oksijen
eksikligi, fosfat eksikligi, potasyum eksikligi, agir metal eksikligidir. PHB
sentezleyebilen bakteriler iki ana gruba ayrilir. Birinci grup; N, P, Mg ve oksijen vb.
kisitlamalar1 ve karbon kaynagi fazlaliginda PHB biriktirir. Cupriavidus necator ve
Bacillus thuringiensis bu gruba aittir (Morlino vd., 2023).

PHB’nin degredasyonu PHB depolimeraz tarafindan saglanir. Yeni PHB

sentezlemek i¢in PHB monomerlerine pargalanir. PHB’nin monomeri olan 3-
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hidroksibiitirat elde edilir. Cesitli endojen enzimlerle sirasiyla asetoasetat, asetoasetil
CoA, 3- hidroksibiitil CoA ve son olarak polihidroksibiitirat olusumu gerceklesir (Sekil
2.10.). Bakteriye aktarimindan sonra bakteride PHB nin graniil halde deposu gergeklesir
(Uchino vd., 2007).

PHB iiretiminde 6nem arz eden bazi tiirler Tablo 2.5.’de yer almaktadir. Bu tiirlerin
karbon kaynaklarina bagli olarak PHB iiretim kapasiteleri birbirinden farklidir. Her
bakterinin kendi metabolizmasina uygun olarak kullandigi karbon cesitleri farkli
ylzdelerde PHB {iretimine sebep olur. Cupreavidus necator, PHB iiretme kapasiteleri
hiicrenin kuru agirhiginin yaklasik %80'i kadar PHB {iretir ve PHB iiretiminde en ¢ok
calisma yapilan tiirdiir (L. Zhang vd., 2022).

Asetil-CoA x2

Asetoasetil-CoA

3-Hidroskibiitiril-CoA
\ 2

PHB graniilii

Sekil 2.10. Genel PHB biyosentez yolu (Martinez vd., 2023)

Methylobacterium organophilum tirii, glukozu karbon kaynagi olarak
kullandiginda hiicre kuru agirliginin yaklasik %53’line kadar, siikroz kullanildiginda ise
yaklasik %40’1na kadar polihidroksibiitirat (PHB) sentezleyebilmektedir. PHB nin ilk
kez tanimlandigi mikroorganizma olan Bacillus megaterium, hiicre kuru agirhiginin
yaklasik %46’s1 oraninda PHB iiretim kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte,
Pseudomonas stutzeri ve Azotobacter vinelandii tiirlerinin ise hiicre kuru agirliklarinin
%50 ila %70’1 arasinda degisen oranlarda PHB sentezleyebildikleri ¢esitli ¢alismalarda
rapor edilmistir. (Algur, 2018).
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Tablo 2.5. PHB iireten mikroorganizmalar ve kaynaklari (Dut, t.y.)

Bakteri

Karbon kaynag

Alcaligenes latus

Malt, soya atiklari, atik siit, sirke atiklari, susam
yagi

Bacillus cereus

Glikoz, e-kaprolakton, seker pancart melast

Bacillus spp.

Nutrient broth, glikoz, alkanoatlar, soya melasi

Burkholderia sacchari sp. nov.

Adonitol, arabinoz, arabitol, selobiyoz, fruktoz,
fukoz, laktoz, maltoz, melibiyoz, rafinoz,
ramnoz, sorbitol, sukroz, trehaloz, ksilitol

Burkholderia cepacia

Palm olein, palm stearin, ham hurma yagi,
hurma ¢ekirdegi yagi, oleik asit, ksiloz,
levulinik asit, seker pancar1 melasi

Caulobacter crescentus

Caulobacter ortami, glikoz

Legionella pneumophila

Nutrient broth

Methylocystis sp.

Metan

Microlunatus phosphovorus

Glikoz, asetat

Rhizobium meliloti, R. viciae, Bradyrhizobium
Jjaponicum

Glikoz, siikroz, galaktoz, mannitol, trehaloz,
ksiloz, rafinoz, maltoz, dekstroz, laktoz, piruvat,
seker pancar1 pekmezi, peynir alt1 suyu

Rhodopseudomonas palustris

Asetat, malat, fumarat, siikksinat, propionat,
malonat, glukonat, butirat, gliserol, sitrat

Spirulina platensis (cyanobacterium)

Karbondioksit

Staphylococcus epidermidis

Malt, soya atiklari, atik siit, sirke atiklari, susam
yagi

Cupriavidus necator

Glukoz, siikroz, fruktoz, valerat, oktanoat, laktik
asit, soya fasulyesi yag1

2.2.1.3. PHB’nin Biyouyumlulugu ve Biyolojik Parcalanabilirligi

PHB'nin nehirler, deniz suyu, toprak,

camur ve kompost gibi dogal ortamlarda

biyobozunur olmasi, onu petrol tiirevi sentetik plastiklerden ayiran ve ticari degerini

artiran en Onemli Ozelligidir. PHB'lerin biyolojik parcalanabilmesi icin 6zel g¢evre

kosullar1 gerekli degildir.

PHB'nin mikrobiyal degradasyonu hiicre i¢i ve hiicre disi olarak gerceklesir. Iki farkli

sekilde ortaya cikar:

e Hiicre i¢i lizisi iretici mikroorganizma tarafindan  gercgeklestirilir.

Mikroorganizmalar bu par¢alanmay1 PHB graniillerine katabolize eder ve hiicre

icinde depolar. Boylelikle enerji ihtiyacini karsilar.
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e Hiicre disindaki par¢alanmasi ise; iiretici mikroorganizma tarafindan degil diger
mikroorganizmalar tarafindan gercgeklestirilir (Algur, 2018).

PHB, biyobozunur ve biyouyumlu o6zelliklere sahip olan PHA’lardan biridir.
Biyomedikal alanlarda siklikla kullanilir (Wei vd., 2011). Olaganiistii biyobozunur ve
biyolojik pargalanabilir 6zelliklerinden dolay1 son zamanlarda daha ¢ok dikkat ¢cekmeye
baslamistir. PHB’lerin dezavantaji ise; maliyeti yiiksek liretim imkanindan dolay1 genis
Olcekte kullanilmiyor olmasidir (Z. Liu vd., 2025).

Lovera ve arkadaslar1 (Lovera vd., 2007) ise PHB/Polimer karistmiyla bu
dezavantajin iistesinden gelmeyi amaclamaktadirlar. Oncelikli olarak PHB ile bazi
polimerleri (PEO, PLLA, PDLA, PCL) karistirarak biyobozunur materyali elde etmeyi
amagclamislardir. Ozellikle PCL, biyouyumlu ve biyolojik olarak parcalanabilir oldugu
da kanitlanmis sentetik yar1 kristalli lineer bir polyesterdir. Bunun yan1 sira PCL, ¢ok
cesitli polimerlerle karisabilirlik sergiler, bigcimlendirilebilir ve PHB'den 6nemli 6l¢lide
daha diisiik bir erime noktasina sahiptir. PCL ve PHB'nin bazi hiicresel depolimerazlar
tarafindan hidrolitik olarak parcalanabilecegi iyi bilinmektedir. PHB ve PCL'yi
karistirmakla her iki homopolimerin dezavantajlarinin iistesinden gelmeye yardimci

olmas1 amaglanmaktadir (Lovera vd., 2007).

2.2.1.4. Polihidroksibiitirat (PHB)’1n Biyomedikal Uygulamalar

Polihidroksibiitirat (PHB), bir¢ok bakteri tiirii tarafindan kimyasal olarak tiretilen
dogal, biyolojik olarak pargalanabilen bir polimerdir. Biyobozunurluk, biyouyumluluk,
kullanilabilirlik ve petrol bazli termoplastiklerle karsilastirilabilir fiziksel 6zellikler gibi
bircok avantaji nedeniyle PHB, biyomedikal ve paketleme uygulamalarinda potansiyel
bir alternatiftir. Yiiksek tiretim maliyetleri, termal kararsizlik ve ikincil kristallesme ve
yavas isleme nedeniyle zayif mekanik Ozellikler gibi ¢esitli fiziksel dezavantajlar,
cekirdeklenme orani, endiistriyel ve biyomedikal uygulamalarda geleneksel plastiklerle
rekabetini sinirlar (Yeo vd., 2018).

Polihidroksialkanoatlar, tip ve farmakoloji dahil olmak iizere cesitli alanlarda
uygulama i¢in umut verici olan, dogal olarak meydana gelen, biyolojik acidan
parcalanabilen ve biyouyumlu polyesterlerin bir sinifidir. PHA'lar siifina dahil olan
polihidroksibiitirat (PHB) ise, mutlak biyouyumluluklari, yavas biyolojik
degredasyonlar1 ve iyi mekanik dayanimlari nedeniyle ortopedi icin biiyiik ilgi

gormektedir. PHA’larin PHB, PHB/PHV, PHB/PHHx gibi ¢esitli kompozisyonlar1 in
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vitro ortamda osteojenik hiicreleri kiiltiire i¢in basariyla kullanilmistir. (Shishatskaya vd.,
2006). PHB'nin gelecek vaat eden uygulama alani, biyolojik olarak parcalanabilen
kikirdak ve kemik vidalar1 ve plakalari, periodontal tedavi igin biyolojik olarak
parcalanabilen filmler, dis hekimligi, ortopedi, kranio-maksillofasiyal, herniyoplasti ve
cilt cerrahisi icin biyolojik olarak parcalanabilen cerrahi dikisler gibi implante tibbi
malzemelerin gelistirilmesidir.

PHB, modern farmakolojide PHB membranlarinin farkinda olan antiproliferatif
ve antiinflamatuar ilaglarin siirekli olarak verilmesi i¢in yeni sistemler olusturmak igin
biiyiik bir potansiyel sunmaktadir. Ila¢ tasinimi, es zamanli difiizyon ve bozunma
siirecleriyle gergeklesir. Ilag tasinim hizi, ilacin dogasia, ilaci igeren PHB filmlerinin
kalinligina, ilacin polimere agirlik oranina ve PHB'nin molekiiler agirligina baglidir. PHB
ayrica PHB mikrokiireleri ve mikrokapsiilleri seklinde siirekli ila¢ taginimi sunar. Suda
coziinen ilaglar, proteinler ve peptitler (hormonlar ve enzimler) ve niikleik asitler (DNA
ve RNA plazmitleri) i¢in genis bir etki spektrumuna sahip kontrollii bir dagitim sistemi
olustururlar (Roohi vd., 2018). PHB'nin yeni uygulamalar1 arasinda dikisler, kemik
iskeleleri, kalp kapakciklari, iskelet miyotiip iskeleleri iiretimi yer alir (Ozgéren vd.,
2018). PHB’nin biyobozunur ve biyolojik olarak parganabilir ozelligi medikal

materyallerde kullanilmasinin sebeplerindendir.

2.3. Yara ve Yara lyilesmesi

Deri, cevresel faktorlere karsi dogal bir bariyer gorevi géren ve i¢ dokulari
fiziksel, kimyasal ve biyolojik etkilere karsi koruyan, insan viicudunun 6énemli, ¢ok islevli
bir organidir. Cilt hayati fonksiyonlar yerine getirdiginden, biiytlik ve derin yaralar gibi
her tiirlii yapisal hasar sorun yaratabilir ve hizli ve etkili tedavi gerektirebilir. Yanik, yara
ve diyabetik yaralarin tedavisinde cilt onarmmi Onemlidir. Uygun tedaviler
yapilmadiginda, cilt yaralar1 genellikle iltihab1 uzatan, yeniden epitelizasyonu bozan,
kolajen tiretimini engelleyen ve yara iyilesmesini geciktiren bakteriyel enfeksiyona
maruz kalir (Song vd., 2016). Yara, deride meydana gelen termal, fiziksel, mekanik ve
elektriksel hasarlar sonucunda normal anatomik yapi ve islevin bozulmasi olarak
tanimlanabilir. Digsaridan gelen zarar, alt dermisin lizerinde ylizeysel bir yaraya yol
acabilecegi gibi, dermis, epidermis ve hipodermise, hatta bazen ter bezlerine, kil

folikiillerine ve kan damarlarina kadar inen derin yaralara da neden olabilir. Yara iyilesme
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stireci dort ana agamadan olugsmaktadir: hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve yeniden

sekillenme (Sekil 2.11.).

® ®
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Sekil 2.11. Yara iyilesme asamalar1 a) Hemostaz b) Inflamasyon c) Proliferasyon d) Iyilesme (R. Wang
vd., 2025)

2.3.1. Hemostaz Asamasi

Hemostaz, yaralanmaya aninda verilen bir tepkidir ve kan kaybini1 durdurur. Ayni
zamanda, anlik bir iskele tikaci olusturarak yaralanmaya ragmen diger organlarin
islevlerinin kesintisiz bir sekilde siirdiiriilmesine olanak tanir. Pihtilasma faktorlerinin
salinimi, anlik iskele tikacinin stabilitesini saglamak amaciyla fibrin matrisinin birikimini
tesvik eder. Bu tikag, ilerleyen agsamalarda fibroblastlar, l6kositler, keratinositler ve
endotelyal hiicrelerin gonderilmesi i¢in uygun bir ortam olusturur ve adeta bir biiylime
faktorii deposu islevi goriir (Ambekar, 2019).

Trombositler yaralanmanin ilk asamasinda aktive olurlar ve
agregasyon ile aciktaki  kolajen yiizeylere baglanmalariyla hemostaz siirecinde pihti
olusumunda 6nemli bir rol iistlenirler. Trombositlerden salgilanan biiyiime faktorleri
arasinda trombosit kaynakli biliylime faktorii (PDGF), doniistiiriici bliylime faktorii-f3

(TGF-B) ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) yer alir. Bu faktorler, siirecin
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ilerleyisini saglamak icin gesitli sitokinlerle birlikte ¢alisir. Sitokinler, hedef hiicrelerine
endokrin, parakrin, otokrin veya intrakrin yollarla ulasarak hiicre yiizeyindeki
reseptorlerine baglanir. Bu baglanma, 6zel sinyal yolaklarini aktive eder ve sessiz
durumda olan genlerin ifade edilmesini tetikler. Boylece, hedef hiicrelerin yanitlarini
uyarabilirler. Ornegin, PDGF gibi bazi bilyiime faktdrleri sadece nétrofilleri ve
makrofajlar1 uyarmakla kalmaz, ayn1 zamanda fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri i¢in de
mitojenik ve kemotaktik islev goriir. Bu nedenle, bir sitokin veya biiylime faktorii, farkl
hedef hiicreler ve reseptorler araciligiyla birden fazla islevi yerine getirebilir (Qing,

2017).

2.3.2. Inflamasyon Asamasi

Inflamasyon, yaralanmanm ardindan 24-48 saat icinde cesitli mediatdrler ve
kemotaktik faktorlerin aktive edilmesine yardimci olur, bu siire¢ 16kositlerin yaralanma
bolgesine yonelmesini saglar. inflamasyon fazinin tamamlanmasi i¢in genellikle ii¢ giin
gereklidir. Invazyonun tipik belirtileri, mast hiicrelerinin histamin gibi enzimler iceren
parcaciklar salmasiyla ortaya ¢ikar. Bu parcaciklar, kan damarlarinin genislemesine yol
acar ve bu durum, nétrofillerin yarali bolgeye etkin bir sekilde go¢ etmesine olanak tanir
(Ambekar, 2019).

Kemokinler (veya kemotaktik sitokinler), belirli membrana baglh reseptorlerle
etkilesim kurarak kan dolasimindaki inflamatuar hiicrelerinin yaralanma bdlgelerine
yonelmesini saglayan kiigiik heparin baglayic1 proteinlerdir. Ilk inflamasyon evresinde,
yani yaralanmadan 48 saat sonrasinda, notrofiller baskin hiicre tipidir. Dolagimdaki
monositler, yaraya girerek yara iyilesmesinde kritik bir rol oynayan doku makrofajlarina
donlismeden 6nce apoptozis slireciyle 24-36 saat i¢inde azalir. Bu siiregte, notrofiller
tarafindan salinan ve makrofajlar ile diger hiicrelerin yara bolgesine ¢ekilmesine yardimcei
olan IL-8 kemokinleri 6nemli bir rol oynamaktadir. Kemokinler, dért korunmus sistein
kalintisinin araligl veya varligina dayanarak CC, CXC, CX3C ve XC aileleri olarak
siniflandirilirlar. Ozellikle CXC kemokinleri, 6ncelikle nétrofilleri ve lenfositleri cekme
Ozelligine sahiptir ve yara iyilesmesinin erken evrelerini diizenledigi disiiniilmektedir
(Zaja-Milatovic, 2011). Notrofillerin ardindan, monositler yara bolgesine dogru yonelir
ve hem enflamatuar evrede hem de iyilesme siirecinin her asamasinda 6nemli bir rol
oynayan makrofajlara dontisiirler. Makrofajlar, atik maddeleri ve bakterileri fagosite

ederken, aym1 zamanda TNF, IL-6, IL-1 ve bFGF gibi enflamatuar sitokinleri (biiytime
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faktorleri dahil) iiretir ve diizenlerler. IL-1, enflamatuar hiicrelerin ¢ogalmasini tesvik
ederken, endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasini destekleyerek anjiyogenezi artirir. TNF-o,
fibroblastlar iizerinde mitojenik bir etkiye sahiptir. bFGF ise anjiyogenezi tesvik eden
fibroblastlar, endotel hiicreleri ve diger mezenkimal hiicreler i¢in kemotaktik ve
mitojenik bir faktdr olarak one ¢ikar. Buna ek olarak, bFGF yara kontraksiyonunu,
epitelizasyonu ve kolajen, fibronektin ve proteoglikanlarin iiretimini tesvik eder.
Makrofajlar ayrica yarali dokuyu parcalamak ve yaray1 temizlemek i¢in kolajenazlar ve
elastazlar salgilarlar (Barrientos vd., 2008). Son yillarda makrofajlarin aktivasyonu,
uyarana bagl olarak klasik M1 ve M2 durumlart seklinde siniflandirilmaktadir. M1
aktivasyonu, Toll benzeri reseptér (TLR)-4 ligandlar1 ve IFN-y tarafindan tetiklenir ve
bu, belirgin bir pro-inflamatuar makrofaj fenotipi ile sonuglanir. Ote yandan, M2
aktivasyonu, makrofaj kaynakli biiyiime faktorlerini salgilayan IL-4 ve/veya IL-13
tarafindan yonlendirilir; bu durum, alternatif (M2) aktivasyona sahip makrofajlarin yara

iyilesmesi siirecinde 6nemli bir rol oynadigin1 gostermektedir. (Qing, 2017).

2.3.3. Proliferasyon

Proliferasyon asamasi, anjiyogenez, graniilasyon dokusu olusumu, yeniden
epitelizasyon ve yara kontraksiyonu gibi ¢esitli alt asamalar aracilifiyla anlik iskele
tikacisinin kalic1 doku tikacina doniisiimiine katkida bulunur. Bu siirecte inflamatuar
hiicreler fibroblastlar1 cekmek amaciyla TGF-f ve PDGF adli bilesenleri salgilar. Bu
salgilarin etkisiyle, fibroblast ve miyofibroblastlarin gocii baslangic asamasini tetikler.
Yedi giin sonrasinda, yogun bir ekstraseliiler matriks birikimi, hiicrelerin gociinii daha da
destekler. Kolajenler, tiim yara iyilesme agamalari i¢in temel yapisal protein olmanin yani
sira, Ozellikle proliferasyon asamasinda 6nemli bir rol oynar (Ambekar, 2019).

PDGF, FGF, VEGF, TGF-a, TGF- ve KGF gibi makrofajlar tarafindan tiretilen
bliylime faktorlerine yanit olarak, graniilasyon dokusunun 6nemli bir parcasit olan
fibroblastlar, go¢ etmeye, cogalmaya ve glikozaminoglikanlar ile proteoglikanlar gibi
ECM bilesenlerini iiretmeye baglarlar. Bu asamada, kolajen {iretimi, yara iyilesmesinin
kritik bir unsuru olarak ©6ne c¢ikar. Kolajen, prokolajen formunda hiicre dis1 alana
salindiktan sonra, terminal segmentleri olan tropokollajene doniisiir. Tropokollajen, diger
tropokollajen molekiilleriyle birleserek, hidroksilizin ve hidroksiprolin ac¢isindan zengin
kollajen filamentlerini olusturur; bu da gii¢lii ¢apraz baglar kurulmasina yardimci olur.

Kolajen liflerinin stabilitesi, molekiiller arasi ¢capraz baglarin varligina dayanir ve bu
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baglarin sayis1 ne kadar fazla olursa yara iyilesme potansiyeli de o denli artar. Sonug
olarak, kolajen, diger kolajen molekiilleri ve proteinlerle sik1 ¢apraz baglar olusturarak
lyilesen yaranin gerilme mukavemetini artirir. Ayrica, prolin ve lizin kalintilarinin
hidroksilasyonu, oksijen, C vitamini, demir ve a-ketoglutarat gibi bilesenlerin
mevcudiyetine baghdir. Kolajen lifleri, bazi yara iyilesmelerinde miyofibroblastlarin

gocl sirasinda bir ¢apa islevi goren fibronektin yapisi iginde birikir (Qing, 2017).

2.3.4. Yeniden modelleme

Yeniden modelleme, yaralanmanin ikinci haftasindan itibaren baslayan ve bir
yildan fazla siirebilen yara iyilesmesinin son asamasidir. Inflamasyon ve proliferasyon
asamalarinda baslatilan tiim siirecler, yeniden sekillenme asamasinda tamamlanir. Ote
yandan, ter bezleri ve kil folikiilleri ciddi yara hasarindan sonra iyilesme yetenegine sahip
degildir. Makrofajlar, anjiyogenez siirecinde ve dokularin yeniden sekillenme
asamasinda, hiicre dis1 matrisin (ECM) bilesimini degistirerek dnemli bir rol oynar. Bu
siiregcte, pargalayict enzimlerin salinimi ve ECM molekiillerinin sentezlenmesi
araciligiyla hem dogrudan hem de dolayli olarak bag, endotel ve epitel dokularinin
cogalmasini tesvik edebilirler. Makrofajlar, endotel hiicreleri ve miyofibroblastlar, yara
bolgesini terk eder veya kalan hiicreler apoptoz siirecine girer (Z. Liu vd., 2025).

Endotelyal progenitor hiicreler (EPC'ler) hem hematopoetik kok hiicrelerin (CD34
ve CD133) hem de endotelyal hiicrelerin (CD146, vWF ve VEGFR2) belirteclerini ifade
eder, bu da revaskiilarizasyonun EPC'lerin kemik iliginden yenilenen veya iyilesen doku
alanlarina mobilizasyonuna dayandigint bilmemize yardimci olur. EPC'ler endotel
hiicrelerinin bakimi1 ve onarimu igin kritik 6neme sahiptir. Cogaldiklari, gog ettikleri ve
farklilagtiklar1 i¢in anjiyogenezde 6nemli bir rol oynarlar ve proanjiyojenik sitokinler igin
bir kaynak olustururlar. Normal yara iyilesmesi sirasinda, EPC'ler yeniden sekillenen
mikrosirkiilasyona etkili bir sekilde dahil edilir, bdylece yara revaskiilarizasyonuna ve
zamaninda iyilesmeye yol acar. Bu nedenle, yara iyilesmesinde bir¢ok progenitor hiicre

de ¢ok 6nemli roller oynamaktadir (Qing, 2017).

2.4. Yara Ortiisii

Yaralanma sonrasinda cilt fonksiyonunu yeniden saglamak ve yara iyilesmesini

kolaylastirmak i¢in doku miihendisligi kavrami ortaya ¢ikmaktadir. Bu kavram, biyolojik
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olarak parcalanabilen ve biyouyumlu malzemelerin siklikla doku yenilenmesi i¢in ana
iskeleyi olusturmak tizere kullanildigi bir alandir. Son yillarda biyolojik sistemlerin
biyomalzemelerin yiizey mimarisi ile etkilesimini incelemek icin bircok girisimde
bulunulmustur. Yillar gectikce, doku yenilenmesini gelistirmek ve dogal biyolojik sistemi
taklit etmek icin bircok modifikasyon stratejisi ve biyomalzemelerin entegrasyonu
uygulamaya konulmugstur. Glinlimiizde, yaralar1 yalnizca kapatmakla kalmiyor, ayni
zamanda yara Ortiileri sayesinde yara iyilesme siirecini hizlandirarak cilt daha etkili bir
sekilde desteklenmistir (Borda vd., 2016). Yaray1 kurumaktan ve enfeksiyondan koruyan,
iyilesme stirecini kolaylagtiran modern yara Ortiilerinin tasariminda 6nemli ilerlemeler
kaydedilmektedir. Hidrojeller, hidrokolloidler, siingerler, aljinatlar ve seffaf filmler
formundaki yara Oortiileri gelistirilmistir ve bazilar1 ticari olarak mevcuttur. Bu
malzemeler hidrofobiklik, gecirgenlik ve adsorbsiyon kapasitesi gibi kendilerine 6zgii
ozellikleri bakimindan farklilik gosterir.

Ideal bir yara ortiisii, yaray1 zararli dis etkenlerden izole etmeli, yara yiizeyindeki
salgilar1 absorbe etmeli, yaralanan bolgeyi bakteriyel enfeksiyondan korumali,
antiinflamatuar bir ajan olarak goérev yapmali ve hiicre ¢ogalmasini uyararak doku
yenilenmesini kolaylastirmali ve iyilesme siirecini hizlandirmalidir. Yara Ortiisii
malzemesi yumusak, biyolojik olarak uyumlu, toksik olmayan ve alerjik olmayan sekilde
olmalidir. Cok fonksiyonlu yara pansumanlarinin kullanilmasiyla etkili iyilesme siireci
hizlandirilir. Fonksiyonel bir yara ortiisii planlanirken yaranin tipi ve 6zellikleri, iyilegsme
siiresi ve yara Ortlisiiniin kimyasal, fiziksel ve mekanik 6zellikleri dikkate alinmalidir
(Azimi vd., 2020). Yara iyilestirici fonksiyonunda cesitli yara ortiileri vardir. Bandaj,
gozenekli siinger yapisinda nano/mikro jel, hidrojel ve dogal veya sentetik polimerlerden
olusan nano/mikro fiber iskeleleri 6rnek verilebilir. Yara {izerine ¢esitli amaclara bagl

olarak uygulanmaktadir (Sekil 2.12.)(Ambekar, 2019).
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Sekil 2.12. Yara iyilesmesi

2.4.1. Geleneksel Yara Ortiileri

Geleneksel yara pansuman friinleri arasinda, birincil veya ikincil pansuman
olarak kullanilan malzemeler yer almaktadir. Bu iiriinler arasinda gazli bez, tiftik,
plasterler, dogal ve sentetik bandajlar ile pamuk yiinii bulunur. Gazli bezler, dokuma ve
dokuma olmayan pamuk, suni ipek ve polyester liflerinden iiretilmektedir. Ucuz ve
kolayca temin edilebilen bu sargilar, yara drenajina destek saglamak amaciyla bir¢ok
yarada kullanilabilse de, zamanla kuruduklarinda yaraya yapisarak travmatik ve aci verici

bir sekilde ¢ikarilmalarina yol agabilirler (Borda vd., 2016).

2.4.2. Modern Yara Ortiileri

Modern pansumanlar, yaranin etrafinda nemli bir ortam olusturarak iyilesme
siirecini kolaylastirmada geleneksel pansumanlardan oldukga farkli bir yaklagim sunar.
Bu pansumanlar, sentetik ve dogal polimerlere dayanmakta olup, temel olarak
hidrokolloid, aljinat, hidrojel, film ve slinger gibi kategorilere ayrilir (Sekil 2.13.) (Borda
vd., 2016).
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Sekil 2.13. Modern Yara Ortiisii Cesitleri (Mukai, 2024)

2.4.2.1. Hidrokolloid Yara Ortiileri

Hidrokolloid yara ortiileri, tarihsel olarak en yaygin kullanilan ve en etkili yara
tedavi yontemlerinden biridir. Bu ortiiler, i¢ kisimda kolloidal bir katman ve dis kisimda
su gecirmeyen bir katman olmak iizere iki katmandan olusur. Karboksimetilseliiloz,
jelatin ve pektin gibi jel yapici maddelerle birlikte, elastomerler ve yapistiricilar gibi
farkli Dbilesenleri icermektedirler. Pansuman, yara eksiidasiyla temas ettiginde
hidrokolloidler siviy1 hapseder ve koruyucu bir jel tabakasi olusturur. Emici 6zellikleri
sayesinde suyu gecirebilmelerine ragmen, bakteriler i¢in olduk¢a az gecirgendirler. Sargi
altinda olugan nemli ortam, kolajen sentezini ve fibroblast ¢ogalmasini artirarak hizli bir
epitelizasyon siirecini destekler ve boylece yara iyilesmesini tesvik eder (Borda vd.,

2016).
2.4.2.2. Hidrojel Yara Ortiileri

Hidrojel, metakrilatlar ve polivinil pirolidin gibi sentetik polimerlerden iiretilen,
%70-90 su igerigine sahip ve ¢oziinmeyen bir malzemedir. Bu polimerik bilesenler, suyu
hapsedecek sekilde capraz baglanmistir. Yiiksek su igerigi, graniilasyon dokusunu ve
epiteli nemli bir ortamda tutarak, kaucuksu bir doku sunar. Diisiik arayiizey gerilimi,

hidrojelin biiyiik bir biyouyumluluga sahip olmasini saglar; bu da tahris edici olmayan ve
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komsu bolgelerdeki iltihabi reaksiyonlarin en aza indirilmesine yardimci olur. Ayrica,
hidrojel yara ortiileri, yumusak elastik 6zellikleri sayesinde yaranin rahatsizlik vermeden
iyilesmesini saglar. Boylece, hem uygulama hem de ¢ikarma asamalarinda kolaylik sunar

(Sekil 2.14.) (Borda vd., 2016).

HIDROJEL
KAPLAMA

Sekil 2.14. Hidrojel Yara Ortiisii (Sun vd., 2025)

2.4.2.3. Yar1 Gegirgen Siinger Yara Ortiileri

Stinger yara ortiileri, hidrofilik ve hidrofobik 6zelliklere sahip, yapiskan kenarlar
olan veya olmayan gozenekli poliiiretan silingerlerden iiretilmektedir. Dis katman,
hidrofobik 06zellikleri sayesinde siviyr gecirmemekte, ancak agik gdzenek yapisi
sayesinde Oz, CO2 ve su buhar1 aligverisine olanak tanimaktadir. Bu kopiik sargilar,
yiiksek emicilik kapasitesine (bu, kopiigiin dokusu, kalinlig1 ve gézenek boyutuna bagl
olarak degisir) sahip olmalarmin yani sira, yastiklayici ve koruyucu ozellikler de
sunmaktadir. Ayrica, miikemmel bir 1s1 yalitim1 saglamasi ve nemli bir ortam olugturmast

ile dikkat cekmektedir. Viicut yiizeylerine de iyi bir uyum gosterirler (Borda vd., 2016).
2.4.2.4. Biyoaktif Yara Ortiileri

Bu yara ortiileri, yara iyilesme siirecinde dnemli rol oynayan biyomalzemelerden
tretilmistir. ~ Biyouyumluluklari,  toksik  olmamalar1 ve  biyolojik  olarak
pargalanabilirlikleri ile 6ne ¢ikarlar. Ayrica, kolajen, hyaluronik asit, kitosan, aljinat ve
elastin gibi hem dogal hem de yapay kaynaklardan tiiretilmektedirler. Bu polimerler,
yaranin tliriine bagli olarak tek baslarmma ya da g¢esitli kombinasyonlar halinde
kullanilabilir. Bazi durumlarda, bu pansumanlar biiyiime faktorleri ve antimikrobiyallerle
birlestirilerek daha etkili hale getirilebilir (Ambekar, 2019). Biyoaktif yara Ortiileri pasif
yara Ortiisii, interaktif yara Ortiisli, gelismis yara ortiisii, akilli yara Ortlisii olmak {iizere

kategorize edilir (Sekil 2.15.).
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Sekil 2.15. Yara ortiisii ¢esitleri (Ambekar, 2019)

Pasif yara ortiisii, gozenekli yapilar1 sayesinde oksi-gegirgenlik saglayarak yara
iyilesmesi i¢in uygun bir ortam olusturan lif yapilari pasif yara ortiisii olarak adlandirilir.
Pasif yara oOrtiisii, dogal polimerlerin yani sira sentetik polimerler kullanilarak da
tiretilebilir ve en ¢ok uygun ortam ve mekanik hasardan korunma gerektiren yaralar i¢in
popiilerdir. Uppal ve arkadaslari, uygulanan voltaj, mesafe ve akis hiz1 gibi elektroegirme
parametrelerinin hyaluronik asit ¢ap1 lizerindeki etkisini incelemek i¢in hyaluronik asidi
elektroegirmis ve ayrica hyaluronik asidin hava gecirgenliginin vazelinli gazli bezden
daha fazla oldugunu bulmustur (Uppal vd., 2011).

Interaktif yara ortiisii, sadece uygun ortam saglamakla kalmayip aym zamanda
bakteri iiremesinin kontroliine de yardimci olan yara ortiileri interaktif yara ortiisii olarak
adlandirilir. Interaktif yara ortiisii, biyolojik olmayan polimer (sentetik polimer) ve
biyolojik molekiiliin sirastyla isleme kolayligi, anti-bakteriyel 6zellik ve yara bolgesi
afinitesi nedeniyle kombinasyonudur. Immiinojenik reaksiyonlar ve safsizlik olasilig1,
sarginin kapsamini kisitlamaktadir. Liu ve arkadaslar1 250 nm capindaki polilaktid-
poliglikolid (PLGA)/kolajen nanolifi incelemis ve PLGA/kolajen nanoliflerin insan
fibroblastina kars1 miikemmel bir afiniteye sahip oldugunu ve bunun ilk asamada yara

tyilesmesini hizlandirmak i¢in faydali oldugunu bulmuslardir ( Liu vd., 2010).
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Gelismis yara Ortiisii, ilag yiiklii nanofiber, bakteriyel enfeksiyonu tedavi edebilen
gelismis interaktif yara Ortiisiiniin bir parcasidir. ilacin dahil edilebildigi {i¢ tip nanolif
vardir: Tlag yiiklii tek eksenli elektroegrilmis nanolifler, Ila¢ yiiklii ¢ift eksenli
elektroegrilmis nanolifler, Ilac yiiklii {i¢ eksenli elektroegrilmis nanolifler. Son yillarda,
ila¢c yiiklii nanolifler en yaygin olarak c¢ekirdek/kabuk yapisindan olusan koaksiyel
elektroegirme teknigi ile iiretilmistir. Cekirdek ilag igerirken, kabuk polimer matris igerir
(Ambekar, 2019).

Akill yara ortiisii, birden fazla islevi yerine getirme yeteneginin yani sira, akilli
sensorler araciligiyla gercek zamanli izleme imkani sunarak etkili bir tedavi saglar. Bu
sensorler, yara iyilesme siirecini takip etmede 6nemli bir rol oynamaktadir. Schueren ve
arkadaslari, nitrazin sarist ile islevsellestirdikleri PCL/chitosan nanofiberlerin yara
tyilesmesindeki potansiyel uygulamalarini ortaya koymuslardir (Van Der Schueren vd.,
2013). Tamayol ve ekibi ise, istege bagli ilag taginimi saglayabilen 1s1ya duyarli nanofiber
aglar gelistirmis ve bu ag iizerine yerlestirilen biyolojik olarak parcalanabilir metalik
wsiticilar tarafindan uyarilan ilaglar sayesinde etkili bir tedavi siireci gerceklestirmistir

(Tamayol vd., 2017).

2.5. iskele Uretimi I¢in Uretim Teknolojileri

Biyopolimer tabanli yap1 iskeleleri farkli yontemler kullanilarak gelistirilmistir.
Solvent dokiimii ve partikiil siiziilmesi, termal olarak indiiklenen faz ayrimi, emiilsiyon
dondurma, elektroegirme, ve hizli prototipleme gibi en popiiler teknikler bulunmaktadir

(Park vd., 2017).

2.5.1. Solvent dokiimii ve partikiil siizme teknigi

Solvent dokiimii ve partikiil siizme, gézenekli iskelelerin olusturulmasinda yaygin
olarak kullanilan etkili bir yontemdir. Bu metot, polimer partikiillerinin uygun bir ¢oziicii
igerisinde tamamen ¢oziilmesini ve ardindan bosluk olusturmak amaciyla tuz, seker veya
parafin kiireleri gibi parcaciklarla birlestirilmesini icerir. Elde edilen karigim, istenilen
iskele geometrisine uygun bir kaliba dokiiliir; zamanla ¢oziicii buharlasarak geride
dagilmig partikiillerden olusan bir iskele yapisi birakir. Bosluklarin boyutu, kullanilan

parcaciklarin tiirtine baglidir ve yapilarina gore bu parcaciklarin ¢ikarilmasi i¢in bir sivi
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kullanilabilir. Bu yontem, %90'a kadar gozeneklilik saglayabilmesi bakimindan dikkat
cekmektedir ve bosluk boyutlariyla dogrudan iliskilidir.

Solvent dokiimii ve partikiil siizme, 6zel ekipman gerektirmeyen basit ve maliyet
etkin bir tekniktir. Ayrica, ¢esitli biyolojik olarak pargalanabilen polimerler ve
seramiklerle bir arada kullanilabilir, bu da belirli doku miihendisligi uygulamalarina
uygun 0zel mekanik ozelliklere ve bozunma oranlarina sahip iskelelerin iiretilmesine
olanak tanir (Z. Zhou vd., 2024). Ancak, bu teknigin bazi sinirlamalar1 vardir. Yalnizca
islemede kullanilan tuz pargaciklarini geride birakan yogun bir yiizey tabakasina sahip
ince filmler iiretebilir. Tiim porojenik parcaciklarin filtrasyonu, solventte uzun siire
bekletmeyi gerektirir. Bu islem gézenekli yapinin mekanik 6zelliklerine zarar verebilir.
Bazen iskelelerdeki ¢6ziicli kalintilar1 dokulara ve proteinlere zarar verebilir. Organik
coziiciilerin toksik etkilerini ortadan kaldirmak i¢in gaz kdpiirtme ile oldukca gozenekli
biyopolimer kdpiikler iiretilebilir (Arif vd., 2023). Bu teknik, travmatik yaralanmalar
veya kemik hastaliklarindan kaynaklanan kemik defektlerinin tedavisinde potansiyel

uygulamalar sunmaktadir (Sekil 2.16.).
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Sekil 2.16. Solvent dokiimii ve partikiil siizme teknigi (Sola vd., 2019)

2.5.2. Termal olarak indiiklenen faz ayrim teknigi

Stiblimasyonla indiiklenen faz ayrigtirma (SIPS) teknigi, membran ve iskelelerin
tiretiminde yayginlikla kullanilan  bir yOntemdir. Bu siire¢, bir polimerin yliksek
sicakliklarda belirli bir ¢oziicii i¢inde ¢oziinmesini ve ardindan hizli bir sekilde
sogutulmasini igerir. Coziiciiniin donmasi sonucunda olusan kat1 faz siiblimleserek
gozeneklilik meydana getirir (Sekil 2.17.). Ortaya cikan iskele yapisi, polimer tiiri,

¢cozlicli, c¢oOzelti konsantrasyonu ve faz aywma sicakhign  gibi  gesitli
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faktorlerden etkilenmektedir (Zhou vd., 2024). Bu islemin sonunda, polimer agisindan
zengin faz katilasir ve polimer agisindan zayif faz uzaklastirilarak oldukca gézenekli bir
polimer ag1 olusturulur. Solvent genellikle siiblimasyon, liyofilizasyon veya oziitleme ile

cikarilir ve mikro gdzenekli bir destek yapisi elde edilir (Arif vd., 2023).

Solvent 'A‘gx "*_

Isitma Sogutma degisimi $45 5‘

oo v s : G Faz ayrim
Coziict Polimer ¢ozeltisi 4eay iskele

Sekil 2.17. Termal olarak indiiklenen faz ayrimi teknigi (Conoscenti vd., 2017)

2.5.3. Emiilsiyon dondurarak kurutma teknigi

Emiilsiyon dondurarak kurutma teknigi, kemik doku miihendisligi
uygulamalarinda biiylik gézeneklilige ve birbirine bagl gdzeneklere sahip kalin iskeleler
iiretmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir. Bu teknik, polimer, ¢oziicli ve su
kullanilarak bir emiilsiyon olusturulmasinit ve ardindan bunun dondurularak
kurutulmasini igerir. Yag i¢inde homojen bir su emiilsiyonu iiretmek i¢in bir poliglikolik
asit ve metilen kloriir ¢ézeltisine ultra saf su eklenebilir. Bu emiilsiyon daha sonra sivi
nitrojen icinde dondurularak ¢oziiciiniin buharlasmasimna ve gozenekli bir yap1

olusturmasina neden olur (Z. Zhou vd., 2024).

Sogutma asamasinda, polimer soliisyonu tiim malzemelerin dondugu bir sicakliga
sogutulur. Bu, ¢oziiciide polimer molekiillerini bosluklarda birlesmeye zorlayan buz
kristallerinin olusumuna neden olur. Ikinci adimda, ¢dziicii donmus ¢dziiciiniin denge
buhar basincindan daha diisiik bir basing kullanilarak uzaklastirilir. Coziiciiniin tamamen
siiblimlesmesi, birbirine bagli gdzenekli bir mikro yapiya sahip kuru bir polimer ¢erceve
ile sonuglanir (Sekil 2.18.). Bu teknik ile %90’a kadar gozeneklilige, ¢cesitli baglantilara
ve 200 mikrometreye kadar gdzenek boyutlarina sahip iskeleler elde etmek miimkiindiir.
Polimer konsantrasyonunu, donma siiresini ve donma sicakligini ayarlayarak kopiiklerin

gbzenek boyutunu, gozenekliligini ve baglanma derecesini kontrol etmek miimkiindiir.
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Bu teknikle iiretilen iskelelerin kalitesi, emiilsiyon i¢indeki sulu fazin ¢dziiciiye oranina

baghdir (Arif vd., 2023).
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Sekil 2.18. Emiilsiyon dondurarak kurutma teknigi (Morais vd., 2016)

2.5.4. Elektroegirme teknigi

Fiber iiretim yontemleri arasinda elektroegirme, kontrol edilebilir 6zelliklere,
bilesime, sekle ve morfolojiye sahip cesitli malzemelerden yapilmis fiber yapilari
olusturmak i¢in uygun ve ¢ok yonlii bir yontemdir. Elektroegirme teknolojisi kullanilarak
nanofiberlerin olusumu, viskoelastik bir c¢ozeltinin tek eksenli gerilmesine veya
elektrostatik kuvvetlerin etkisi altinda erimesine dayanir. Dikkat gekici ozellikleri
nedeniyle elektroegirme fiberleri, yara ortiileri, ilag tasiyicilari ve doku miihendisligi
iskeleleri gibi gelismis biyomedikal malzemelerin tasariminda tercih edilmektedir (Azimi

vd., 2020).

Elektroegirme teknolojisi, yiiksek voltajli bir elektrik alan1 kullanarak nanometre
ve mikrometre ¢aplarinda polimer fiberler iiretir. Elektroegirme cihazi 3 bdliimden
olusur: Yiiksek voltajli gii¢c kaynagi, sivi besleme cihazi (mikro siringa pompasi ve siringa
dahil), fiber toplayict (Sekil 2.19.). Siv1 besleme cihazi, akis hizim1 dogru bir sekilde
kontrol etmek i¢in mikroenjeksiyon pompasina monte edilmis, i¢inde polimer ¢ozeltisi
bulunan bir kaptir. Elektroegirme prensibi, polimer ¢ozeltisinin viskoz giicii, ylizey
gerilimi, karsilikli itme kuvvetlerinin bir sonucu olarak nozullarda damlacik olusumuna

dayanir.
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Sekil 2.19. Elektroegirme teknigi

Elektroegirme ii¢ durumda gerceklesir: jet baslatma, uzama ve katilasma. Bu
siregte, ignenin ucundaki bir polimer ¢ozeltisi, voltaj kritik bir degere ulasana kadar
yiiksek voltajl bir gii¢ kaynagi kullanilarak sarj edilir. Bu, polimer ¢ozeltisi tizerinde bir
yiik olusturarak ince bir jet seklinde igneden disar1 ¢ekilmesine neden olur ve daha sonra
"Taylor konisi' olarak bilinen karakteristik bir sekil olusturur. Siv1 jet havada ilerlerken,
¢oziicii hizla buharlasir ve kuru nanofiberler metal toplayici tizerinde yakalanir (Hemmati
vd., 2021). Elektroegrilmis bir iskelenin olusumundaki en Onemli faktor ¢oziici
secimidir. Elektroegirme yontemindeki ¢oziiciiler fiber olusumunu 6nemli dlciide etkiler.
Yanlis ¢6ziicli secimi basarisiz sonuglara yol agabilir ve fiber olusumu gézlenmez. Hem
dogal hem de sentetik polimerler, ¢esitli ¢oziiciilerde belirli konsantrasyonlarda

elektroegirme i¢in hazirlanir (Tablo 2.6.).
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Tablo 2.6. Polimer ¢esitleri ve ¢oziiciileri

Polimer Coziicii Konsantrasyon Referans
PHB DMEF:TFA %9 (Mohammadalipour vd.,
3:1 2023)
P3HB TFE:Kloroform %10 (Jang vd., 2021)
7:3
Kolajen HFIP %8 (wW/v) (Felgueiras, 2017)
100/0 (w/w) (Salvatore vd., 2018)
PHB/Kolajen (tip HFIP 70/30 (w/w)
1) 50/50 (w/w)
(Mutlu vd., 2018)
PHBV Kloroform:DMF 1:1 (v/v)
(Vigneswari vd., 2016)
P(3HB-co-4HB), Kloroform / PBS, %15 wt/ 1:1 viv
Kolajen Etanol
Kloroform / Asetik %8 w/v PHB / %30 w/v (Sanhueza vd., 2021)
PHB / Jelatin asit Jelatin- %75 w/v asetik asit
PLA/PVP DCM %15 wt (W.Livd., 2019)

Polimerlerin elektroegirme veya diger yontemlerle nanofiber/mikrofiber
eldesinden sonra fiberler g¢esitli biyoaktif ajanlarla iglevsellestirilebilir. Antimikrobiyal
peptitler, cesitli nanopartikiiller fiziksel veya kimyasal yontemlerle fiberin yapisina
immobilizasyonu ve enkapsiilasyonu saglanir. Antibiyotiklerin yerini alabilecek yeni bir
antimikrobiyal madde potansiyeli, antimikrobiyal peptitler (AMP) olarak karsimiza
cikmaktadir. Genis bir antimikrobiyal sinifi olusturan AMP'ler, yalnizca
mikroorganizmalar degil, ayn1 zamanda doganin flora ve faunasinda bulunan dogustan
gelen bagisiklik sistemlerinde de yer almaktadir. Bu peptitler, patojenlere karsi konak
savunma peptitleri olarak tanimlanmakta olup, genellikle yiiksek net pozitif yiike sahip
olmalar1 ve molekiil yapilarinda hidrofilik ve hidrofobik bdlgelerin bir kombinasyonunu
icermeleri ile karakterizedir. Yiiksek pozitif yilikiin, AMP'lerin bir patojenin zarinda
birikerek gozenekler olusturma ve hiicreye giris saglama yetenegi {zerinde
onemli bir etki yarattig1 diisiiniilmektedir (Ramos vd., 2011).

Antimikrobik etkili peptitlerin pozitif yiik tasiyan ve hidrofobik yapiya sahip
olmalari, bu bilesiklerin bakteri membranlariyla etkili bir sekilde etkilesim kurabilmesi
acisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Antimikrobiyal peptitlerin bir¢ogu, bu 6zellikleri
sayesinde herhangi bir reseptore gereksinim duymadan, dogrudan negatif yiiklii bakteri
ylizeyine baglanarak etki gdsterir. Su ana kadar en ¢ok incelenen antimikrobiyal peptitler,
hedef hiicre zarina etki ederek iki katmanli lipid yapisinin bozulmasina yol agan katyonik
peptitlerdir. Bu peptitlerin biiylik bir kismi hem hidrofilik hem de hidrofobik 6zellikler

gosteren amfipatik karaktere sahip maddelerdir. Bu tiir yap1, antimikrobiyal peptitlerin
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lipid bilesenleri (hidrofobik kisim) ve fosfolipid gruplari (hidrofilik kisim) ile etkilesime
girme yetenegini artirmaktadir (Schmidt, 2013).

Antimikrobiyal peptitlerin (AMP’lerin) biiyiilk cogunlugu, pozitif yikli ve
hidrofobik yapilar1 sayesinde herhangi bir 6zgiil reseptore ihtiya¢ duymaksizin, dogrudan
bakteriyel yiizeyle etkilesime girerek antimikrobiyal etkilerini gostermektedir. Gram
negatif bakterilerin dig membraninda bulunan lipopolisakkarit (LPS) tabakas1 ile Gram
pozitif bakterilerde yer alan asidik yapili lipoteikoik asit, AMP’lerin elektrostatik
etkilesim yoluyla baglanabilmesini saglayan negatif ylik kaynaklar1 olarak gorev
yapmaktadir. Ayrica, bakterilerin fosfolipit yapisina sahip i¢ membraninin negatif yiik
tasimasi, antimikrobik etkinin daha da etkili olmasina yardimci olmaktadir (Ma vd.,
2024).

Yapilan arastirmalar, bir¢cok antimikrobiyal peptidin (AMP) bakteriler lizerindeki
etkilerini, yapilarina, hidrofobikliklerine, boyutlarina veya amino asit dizilimlerine bagh
olmaksizin ¢ok kiiclik miktarlarda bile gergeklestirebildigini ortaya koymustur. Bu
etkiler, AMP’lerin antimikrobiyal etkisi, genellikle ortak bir mekanizma ile negatif ytiklii
fosfolipit yapisina sahip sitoplazmik membrana baglanmalar1 ve bakteri hiicresine penetre
olmalar1 sonucunda ortaya ¢ikmaktadir. Bu baglanma, hiicre zarinda iyonlar ve sivilarin
hiicre i¢i ile dig ortam arasinda gecisine olanak tantyan gegirgen kanallarin olusmasina
neden olur. Bununla birlikte, katyonik peptitlerin sitoplazmik membrana ulagabilmesi
icin, Gram negatif bakterilerde lipopolisakkarit (LPS) i¢eren dis membrani, Gram pozitif
bakterilerde ise lipoteikoik asit i¢eren hiicre duvari yapisini asmalar1 gerekmektedir (Q.-
Y. Zhang vd., 2021).

Antimikrobiyal peptitlerin bakteri membranindan gegisleri asagidaki gibidir :

e Sekil 2.20.(A)’da AMP lipopolisakkarit tabakasina yapisarak, iki degerlikli
katyonlar1 nétralize eder ve bu islem sonucunda olusan ¢atlaklardan igeri sizar.

e Sekil 2.20(B)’de AMP, lipopolisakkarit tabakasindaki iki degerlikli katyon
baglanma bolgelerine tutunarak hiicre membranini bozar ve dig membrani agarak
iceriye niifuz eder.

e Sekil 2.20(C)’de AMP'ler, sitoplazma membranina paralel bir konumda baglanir.

e Sekil 2.20(D)’de AMP'ler, sitoplazma membraninda birikerek agregat yapilari
olusturur.

e Sekil 2.20(E)’de Sitoplazma membranindaki fosfolipitlerin ylizeyde degisimi ve

AMP'lerin kanal olusturma siirecleri

33



o Sekil 2.20(F) AMP'lerin sitoplazma membranini asarak hiicre igine iletilmesi
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Sekil 2.20. Antimikrobiyal peptitlerin bakteri dis ve sitoplazma membranindan gegisi (Merve Ataman,
2016)

Sitotoksisitenin azaltilmasi ve antimikrobiyal stabilitenin artirilmasi amaciyla
AMP'ler, malzemelerin yiizeyine immobilize edilmektedir. Antimikrobiyal aktivitenin
yani  sira, antimikrobiyal peptitlerin immobilizasyonu; lipopolisakkaritlerin
notralizasyonu, inflamatuvar yanitin modiilasyonu ve epitel hiicrelerinin gocii, gogalmasi
ve farklilagmasi1 gibi cesitli biyoaktiviteler gosterir. Bu durum, yara iyilesme siirecinin
hizlanmasima katki saglamaktadir. AMP'ler, nanoyap1 olusturulmadan 6nce ¢ozeltiye
dahil edilmesi, olusturulduktan sonra yilizeye baglanmasi veya kapsiillenmesi gibi ¢esitli
yollarla nanoyapilarla etkili bir sekilde birlestirilmistir/immobilize edilmistir. AMP'leri
elektroegrilmis ortiiler izerine immobilize etmek icin kullanilan birgok strateji vardir. En
yaygin ve en basit olan1 birlikte egirme yontemidir. Burada, AMP'ler polimerik nanolifler
uiretilirken immobilize edilir, fiberi olusturan tiim unsurlar ayn1 anda elektroegrilir. AMP
¢Oziinlirligli, antimikrobiyal aktivitesinin ve hedef 6zgilliigiiniin bagh oldugu cok
onemli bir fizyokimyasal 6zelliktir (Felgueiras, 2017).

Elektroegrilmis fiberleri AMP'lerle birlestirmek i¢in kullanilan fiziksel yontemler
vardir (Felgueiras, 2017).

Adsorbsiyon: Adsorbsiyon en basit yaklagimdir. Sadece elektroegrilmis matlarin
doygunluga ulasmasi i¢in gereken siire boyunca secilen AMP'leri igeren bir ¢ozeltiye

daldirilmasii gerektirir. Basit ve etkili bir yontem gibi goriilse de mekanik kuvvetlerle
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etkisiz hale getirilen AMP’lerin hizli bir sekilde desorpsiyonu bir komplikasyon olmaya
devam ettiginden baglayici ajanlar kullanmadan zordur.
Katman katman birlestirme: Katman katman yaklasimda, AMP'ler iki poliiyonik
polimer arasina sikistirilir. Bu yontem kullanilarak, uygun zamanda -elektrospun
cozeltileri degistirilerek kontrollii AMP yiiklemesine sahip esnek sayida katman
hazirlanabilir. Dezavantaj olarak, ilk katmanlarda immobilize edilen AMP'ler yarali
bolgeye dogru yayilmakta zorluk c¢ekecektir. Bu, AMP'lerin matin en dis katmanina
immobilize edilmesinden daha karmasik bir sistemdir; matin kalinligini, difiizyon yolunu
ve peptit-polimer etkilesimlerini hesaba katmak gerekir. Buna ek olarak, elektroegrilmis
katmanlar i¢inde hapsedilen AMP'ler de yapismis bakteriler tarafindan ¢ikis yollarinin
tikanmasina maruz kalabilir. Ote yandan, ¢cok katmanli bir sistem, icine hapsedilen
ilaglarin veya AMP'lerin kontrollii bir sekilde salinmasi i¢in en avantajli olabilir.
Fiziksel immobilizasyon yontemleriyle kiyaslandiginda, kovalent baglanma
AMP'lerin  sizmasmni  en azaindirmekte, uzun vadeli stabilite saglamada ve
toksisiteyi azaltmada bir¢cok avantaj sunmaktadir. AMP'lerin kovalent immobilizasyonu
iki ana yontemle gergeklestirilebilir. Bunlardan ilki, saglam AMP'lerin elektroegrilmis
yiizeye kovalent olarak baglanmasmi igeren "asilama" yaklasimidir. Ikincisi
ise, AMP'lerin matin yiizeyine kovalent olarak immobilize edilmis reaktif gruplar tasiyan
baslaticilardan  veya ara  pargalardan  sentezlenmesini  gerektiren "yiizey
baslatmal1" stratejidir. "Asilama" stratejileri, aminler, karboksilik asitler, aldehitler veya
tiyoller —gibi  serbest baglayict  gruplar  olusturmak amaciyla elektroegrilmis
ylizeylere cesitli yontemlerle (oksidasyon, UV radyasyonu, atmosferik plazma, ozonlama

vb. ) aktivasyonunu gerektirmektedir (Felgueiras, 2017).

2.5.5. 3D Biyobaski

Hizli prototipleme (RP), 1yi tasarlanmis doku miihendisligi iskeleleri iiretmek igin
yakin zamanda gelistirilmis bir yontemdir. RP, morfolojik 6zellikleri, kimyasal bilesimi
ve mekanik 6zellikleri tam olarak kontrol eden katman katman bir 3D mimari olusturmak
icin bilgisayar destekli bir tasarim modeli kullanir. Bu, art arda gelen malzeme

katmanlarinin farkli sekillerde yerlestirildigi ek bir islemle elde edilir (Sekil 2.21.).
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Sekil 2.21. 3D Biyoyazici

Bu teknik, boyutu ve sekli 6zel gereksinimlere gore uyarlanabilen yiiksek oranda
tekrarlanabilir iskeleler liretmek i¢in kullanilabilir. 3D biyoyazic1 teknolojisi, canli
hiicreleri ve biliylime faktorlerini {liretim sirasinda hidrojel tipi iskelelere gdmmek igin
kullanilmis ve biyomimetik yapi iskelelerinin tiretimindeki faydasini gostermistir (Park
vd., 2017). Giiniimiizde 3D bask: iskeleleri, cesitli yarali dokularin restoratif
rejenerasyonunda yaygin olarak kullanilmaktadir. Elektroegirme gibi, 3D baskida da
kalsiyum fosfat ve kolajen, poli laktit asit ve poli e-kaprolakton (PLA-PCL) gibi bircok
kompozit kullanilir (Sundar vd., 2021).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismada elektroegirme yontemi ile Cereibacter sphaeroides O.U.001'den
elde edilen PHB (103 kDa), ticari olarak alinan PHB (Merck, 363502-10G, 500 kDa) ve
deniz kaynakli kolajen kullanilarak LL-37 antimikrobiyal peptit (QYABIO, 597562-32-
8) ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen nanofiber yara ortiisii prototipi gelistirilmesi
hedeflendi. Gelistirilen yara Ortiisii prototipinin karakterizasyonu i¢in alan emisyon
taramal1 elektron mikroskobu (FESEM) analiziyle ylizey morfolojisi, fizikokimyasal
ozelliklerine Fourier Dontisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), Termogravimetrik
Analiz (TGA) ve kristal yapis1 X-1s1n1 difraktometresi (XRD) ile karakterize edildi.
Gelistirilen yara Ortiisli prototipinin hiicre ¢alismalart i¢in L929 ve HS2 hiicre hatlar
kullanildi. Bu hiicre hatlar1 {lizerinden [L929 hiicre hatti kullanilarak yara Ortiisii
prototipinin sitotoksisite analizi, HS2 hiicre hattina ise cizik uygulanarak ¢izik testi
gergeklestirildi. Bununla birlikte LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis
PHB/Kolajen yara Oortilistiniin patojenik Staphylococcus aureus (ATCC 29213),
Escherichia coli (ATCC 25922) bakteri suslar1 tlizerindeki antibakteriyel etkisi ELISA
yontemi ile belirlendi. LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis
PHB/Kolajen/LL-37 yara ortiisii prototipinin LL-37 varlig1 Mikro BCA salim testiyle test
edildi.

3.1. Elektroegirme ile PHB/Kolajen Yara Ortiisii Prototipinin Gelistirilmesi

PHB/Kolajen yara Ortiisii elektroegirme teknigi ile asagida verilen

protokol takip edilerek olusturulmustur.

1. %2 (w/v)’lik PHB/Kolajen (1:1 (w/w)) polimer ¢ozeltisi, bakteriyel PHB, ticari
PHB ve kolajen farkli oranlarda kullanilarak hazirlandi.

2. %0 bakteriyel PHB/Kolajen polimer ¢ozeltisi hazirlamak igin 0.2 g ticari PHB,0
g bakteriyel PHB ve 0.2 g kolajen tartild1.

3. %25 bakteriyel PHB/Kolajen polimer ¢ozeltisi i¢cin 0.05 g bakteriyel PHB, 0.15 g
ticari PHB ve 0.2 g kolajen tartildi.

4. %50 bakteriyel PHB/Kolajen polimer ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.1 g bakteriyel
PHB, 0.1 g ticari PHB ve 0.2 g kolajen tartild1.
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5. %75 bakteriyel PHB/Kolajen polimer ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.15 g bakteriyel
PHB, 0.05 g ticari PHB ve 0.2 g kolajen tartildu.

6. %100 bakteriyel PHB/Kolajen polimer ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0.2 g bakteriyel
PHB, 0 g ticari PHB ve 0.2 g kolajen tartildi.

7. Tartilan PHB ve kolajen polimerleri ¢o6ziici olarak 20 mL HFIP
(Hekzafloroizopropanol) igerisinde ¢oziiliip ¢cozeltiler hazirlandi.

8. Cozeltilerin belli bir homojeniteye ulasmasi i¢in homojenizatorde 10 dakika
15000 rpm’de ve bir gece manyetik karistiricida karistirildi.

9. Homojen hale gelen ¢ozeltiler, sirasiyla plastik siringalara (10 mL, 22G, Set
Inject) ¢ekildi ve siringa, siringa pompast diizenegine yerlestirildi.

10. Elektroegirme lifleri aliminyum folyo iizerinde topland1 ve nanofiber elde edildi

(Sekil 3.1.).

1,1,1,333-
Hexafluoro-2-
Propanol (HFIP)

i
.. Kolajen .
PHB (ticari) \ PHB (bakteriyel) ‘
b ;
y b - s ;]
| o A =

Koo ——

l

—P  Polimer ¢bzeltisi

Elektroegrilmig fiberler

e

Aliminyum folyo
Siringa Pompasi kapl toplayici

7

Glc Kaynagi

Sekil 3.1. Polimer ¢ozeltisi hazirlama ve elektroegirme asamasi
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Polimer c¢ozeltisi hazirlama agsamasinda kullanilan PHB pakteriyet), PHBticariy Ve
kolajen miktarlar1 asagida verilmistir. PHBakieriyely’in HFIP’de ¢oziintirliigii %0.1

g/mL’dir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Polimer ¢6zeltisi hazirlama

Nanofiber cesitleri PHBw) “/ PHB ** (W) Kolajen (w) Coziicii

%0 bakteriyel PHB/Kolajen 0 g PHB®) /0.2 g PHB 0.2 g Kolajen HFIP
(20 mL)

%25 bakteriyel PHB/Kolajen | 0.05 g PHB)/0.15 g PHB() | 0.2 g Kolajen HFIP
(20 mL)

%350 bakteriyel PHB/Kolajen 0.1 gPHBw) /0.1 g PHB 0.2 g Kolajen HFIP
(20 mL)

%75 bakteriyel PHB/Kolajen | 0.15 g PHB,),0.05 g PHB(, | 0.2 g Kolajen HFIP
(20 mL)

%100 bakteriyel PHB/Kolajen 0.2 g PHBw)/ 0 g PHB 0.2 g Kolajen HFIP
(20 mL)

* PHB(bakteriyel) 5 . PHB(ticari)

Nanofiberi elde etmek i¢in yiiksek voltaj kaynagi, bir aliiminyum yuvarlak
toplayict ve {iglii siringa pompast ve bir siringadan olusan bir elektroegirme diizenegi
kullanildi. Elektroegirme parametreleri olarak 1.8 mL/h akis hizi, 18 cm ¢alisma mesafesi

ve 27 kV voltaj kosullar1 optimize edilerek isleme devam edildi (Sekil 3.2.).

Toplayicr

Cahsma mesafesi

Sekil 3.2. Elektroegirme cihazi
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3.2. LL-37 Antimikrobiyal Peptit ile PHB/Kolajen Yara Ortiisii Prototipinin

Islevsellestirilmesi

LL-37 antimikrobiyal peptit ile PHB/Kolajen nanofiberinin
islevsellestirilmesinde fiziksel bir yontem olan adsorbsiyon yontemi kullanildi.
Adsorbsiyon yontemi, fiziksel bir yontem olarak biyolojik molekiilin malzemeye

emdirilmesi durumudur.

1. LL-37 (4493.33 g/mol, %99.21 saflik, asetonitril ’de %33, distile suda %67
¢Oziiniirliige sahip) c¢ozeltisi hazirlamada 1 mg/mL nihai konsantrasyon elde
etmek icin 5 mg LL-37 5 mL ¢6ziicii (asetonitril/distile su) i¢inde ¢oziindiiriildii.

2. Petride bulunan 0.6 cm ¢apinda kesilmis fiberlerin iizerine 25 uL LL-37 ¢6zeltisi
(1 mg/mL) damlatild1 ve kurumaya birakildi.

3.3. Gelistirilen Yara Ortiisii Prototipinin Karakterizasyonu

3.3.1. FT-IR Kullanilarak Fizikokimyasal Analiz

Nanofiberlerin FT-IR spektrumlari, FTIR spektrometresi (Thermo Scientific,
Nicolet 1S20) kullanilarak kaydedildi. Bu analizde LL-37 antimikrobiyal peptit ytiklii %0
bakteriyel PHB/Kolajen, %25 bakteriyel PHB/Kolajen ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen
fiber matlarinin kimyasal baglarindaki belirli fonksiyonel gruplarin varligi, 400-4000 cm

! dalga say1s1 araliginda incelendi.

3.3.2. XRD Analizi

Bakteriyel PHB, ticari PHB ve LL-37 antimikrobiyal peptit yiliklii PHB/Kolajen
nanofiberlerinin dagilimini ve kristal yapisini belirlemek amaciyla X-1gin1 kirnimi analizi
gergeklestirildi. Tiim nanofiberlerin faz olusumu, uyumlulugu ve safligi, 1,54 A dalga
boyuna sahip Cu Ka radyasyonu kullanilarak PANalytical EMPYREAN X-1s11
difraktometresi ile incelendi. Bu inceleme, 2°/dak tarama hizi ve 0,05° adim boyutu ile
10°-90° araliginda elde edilen sacilma desenine dayanmaktadir. Analiz sirasinda

uygulanan jenerator voltaj1 45 kV, tiip akimi ise 40 mA olmustur.
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3.3.3. Termal Ozellikler

Termogravimetrik analiz (TGA (Setaram, Labsys Evo)), 15 dakika boyunca 10
°C/dk 1sitma hiziyla 20 mL/dk azot atmosferi altinda 25 ila 600 °C arasinda degisen
sicaklik nedeniyle nanofiberlerin kiitle farkini belirlemek i¢in gerceklestirildi ve

termogravimetri grafigi elde edildi.

3.3.4. Hidrofilik Profili Degerlendirmesi

Nanofiberlerin hidrofilikligi, Biolin Scientific Attension Theta Lite cihazi
kullanilarak dijital video tabanli optik temas agisi Olglimiiyle belirlendi. Her bir
nanofiberden 2x2 cm'lik numuneler kesilerek diizenek iizerine nanofiber yerlestirildi.
Bilgisayar kontrollii bir sistemle, 6rnek yiizeyindeki nanofiberlere 5 pL hacimdeki su
damlaciklar1 damlatildi ve 2 dakika boyunca ardisik goriintiiler kaydedildi. Damlacigin
sag ve sol kenarlarindaki temas agilar1 6l¢iildi. Her numune i¢in ortalama degerler

hesaplandi.

3.4. Hiicre Kiiltiirii Testleri

Bu calismada hiicre kiiltiirii deneyleri i¢cin L929 (fare fibroblast hiicre hatti) ve
HS2 (insan keratinosit hiicre hatt1) olmak tizere iki hiicre hatt1 kullanildi. L929 hiicre hatti,
LL-37 antimikrobiyal peptitle islevsellestirilmis PHB/Kolajen nanofiberinin
biyouyumluluk ve toksik etkisine bakilmasi igin kullanildi. HS2 hiicre hatti ise
PHB/Kolajen nanofiberinin in vitro yara iyilestirme uygulamalari i¢in degerlendirildi
(Sangeetha vd., 2024).

Uygun hiicre kiiltiirii kosullarinin saglanmasi amaciyla L929 ve HS2 hiicre hatti
icin DMEM besiyeri (Gibco™ 41966029) kullanildi. Bu besiyerinde 4. 5 g/L. D-glikoz,
piriivat, L-glutamin ve fenol kirmizis1 bulunmaktadir. Ayrica, besiyeri %70 Fetal Sigir
Serumu (FBS) (Gibco™ A5256701) ve %1 gentamisin antibiyotigi ile zenginlestirildi.
Hiicreler, 37°C'de, %5 CO2 ve %21 O ortaminda ayarlanmis inkiibatorde kiiltiire edildi.
Hiicrelerin yikanmasi, 6lii hiicrelerin uzaklastirilmast ve tripsin Oncesi besiyerinin
cikarilmasi islemleri PBS ile gerceklestirildi. Hiicrelerin pasajlanmasi ve toplanmasinda

ise Tripsin-EDTA (SERANA 43060223) kullanildi.
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3.4.1. Sitotoksisite Analizi

PHB/Kolajen nanofiberlerin fibroblast hiicrelerinin iiremesine etkisi, XTT

sitotoksisite testi kullanilarak analiz edildi. Izlenen protokol asagida verilmektedir.

1.

PHB/Kolajen nanofiberler bos medium (L929:DMEM) igerisinde 24, 48, 72 saat
tutuldu. Nanofiberler kuyucuklardan ¢ikarilip ekstrakt kisimlart ayrildi.

L.929 hiicreleri tripsin ¢dzeltisi ile kaldirilip tripan mavisi boyama ile sayildi.

96 kuyucuklu mikroplakaya negatif kontrol ve besiyeri kontrol kuyular1 harig,
kuyu basina toplam 5 x 10° hiicre ekildi. 24 saat boyunca 37 °C'de %5 CO»
inkiibatoriinde inkiibe edildi.

Inkiibasyon siirecinden sonra besiyerleri atildi. Nanofiberlerin ekstrakti olan
besiyerleri, L929 hiicre ekili 96 kuyucuklu mikroplakaya aktarildi.
Kuyucuklardaki hiicreler 10X ile ters 151k mikroskobunda goriintiilendi.
Mikroplakadaki her bir kuyucuga 50 pL XTT ¢ozeltisi (50 pL aktivator ile eklenen
500 uL XTT) eklendi ve plakalar 4 saat boyunca inkiibe edildi.

450, 500 ve 630 nm'de mikroplaka spektrofotometresi kullanilarak her bir
kuyucugun optik yogunluklar1 (OD) 6l¢iildii (Sekil 3.3.).

L.929 hiicresinin hiicre canlilik yilizdesi, asagidaki ifade kullanilarak hesaplandi:

Hiicre canlilig (%) =

Numunenin OD‘SiMS(LSO(),Ei}O nm)

Pozitif kontroliin OD'sigso s00.630 ey - INegatif kontroliin OD'Si(45(),5()0,(,3() nm)
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Sekil 3.3. Sitotoksisite analizi agamalar1

3.4.2. Cizik Testi

LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen yara ortiisiiniin in

vitro yara iyilestirme etkisi ¢izik testi teknigi ile asagida verilen protokol takip edilerek

yapildi (Siva, 2025).

1. 96 kuyucuklu mikroplakaya her bir kuyucuga 0,4x10° HS2 hiicresi ekildi.

2. Mikroplaka LL-37 antimikrobiyal peptitle islevsellestirilmis %0, %25 ve %50
PHB/Kolajen  nanofiberler =~ ve  LL-37  antimikrobiyal peptit ile
islevsellestirilmemis %0, %25 ve %50 PHB/Kolajen nanofiberler olarak {i¢
tekrarli olmak iizere ikiye ayrildi.

3. 24 saat sonra hiicrelerin kuyucuklari kapladig1 gézlemlendi.

4. Hiicre kaplh kuyucuklara steril pipet ucuyla ¢izik atildi.

5. Kuyucuklardaki hiicrelerin iizerindeki ¢iziklerin lizerine nanofiberler yerlestirildi.

6. Ters 151k mikroskobunda 4X ile 1., 3. ve 7.giinlerde nanofiberler ¢ikarilarak ¢izik
kapanmasi1 gozlemlendi (Sekil 3.4.).

7. Cizik kapanma 6l¢timii ImageJ yazilimiyla 6l¢iildii.

Cizik kapanma ylizde hesaplamasi asagidaki gibidir:
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A-A,
Cizik kapanma (%)= ———— X %100
Ao

Ao: ilk andaki ¢izik boyu, A¢: belli zamandaki ¢izik boyu.

Sekil 3.4. Cizik testi

3.4.3. In Vitro Biyobozunurluk Testi

LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen yara Ortiisiiniin in
vitro yara in vitro biyobozunurluluk testi asagida verilen protokol takip edilerek yapildi

(Giines Cimen vd., 2022).

1. %0 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37, %25 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 ve %50
PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberleri 0.6 cm ¢apinda diskler halinde zimba
yardimiyla kesildi.

2. Kesilen nanofiberler 96 kuyucuklu mikroplakaya {i¢ tekrarli olacak sekilde
yerlestirildi.

3. Nanofiberlerin lizerine 150 pL DMEM besiyeri eklendi.

4. 1,7 ve 14. giinlerde nanofiberler besiyerlerinden ¢ikarilip kurutularak tartimlari

yapildi.
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5. Agirlik kayiplaria bakilarak % agirlik kaybi grafigi ¢izildi.

3.5. Gelistirilen Nanofiberlerin Morfolojik Analizleri

Elektroegrilmis nanofiberlerin fiber morfolojisi ve yiizey 6zellikleri, numunelerin
bir iridyum nano tabaka (Leica, EM, ACE600) ile piiskiirtme kaplamasindan sonra, 5 kV
hizlanma voltaj1 kullanilarak FESEM (ZEISS, Gemini, SEM 500) ile incelendi. Her
numunenin FESEM goériintiilerinden rastgele segilen 100 lifin ortalama ¢api, Imagel

yazilimi araciligiyla hesaplandi.

3.6. Nanofiber Yiizeyine Hiicre Adezyonunun Konfokal Mikroskobunda

Degerlendirilmesi

LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen yara oOrtiisiiniin
biyouyumlulugunu tespit etmek i¢in konfokal mikroskobunda hiicre tutunmasi agsagida

verilen protokol takip edilerek gozlemlendi (Flaig vd., 2024).

1. Fiber 6rnegi 500 pL sodyum cacodylate tampon ¢ozeltisi ile bir defa yikanda.

2. Fiberiizerine 1’er mL 4 % Paraformaldehyde (PFA) ¢6zeltisi eklendi ve 30 dakika
oda sicakliginda fiksasyon islemi gerceklestirildi.

3. Fiber orneklerinden PFA cekildi ve iki defa 300 uL Tween-80 soliisyonu ile
bekleme olmaksizin oda sicakliginda arka arkaya yikand.

4. Daha sonra Triton-X ¢ozeltisiyle 5 dakika bekletilip hiicre zar1 gegirgen hale
getirildi.

5. Boyama cozeltisi hazirlamak i¢cin 4mL PBS icerisine 1pL rhodamine-phalloidin
ve 1uL DAPI eklendi.

6. Fiber ilizerine 2’ser mL boyama c¢ozeltisi eklendi ve inkiibatérde 20 dakika
bekletildi.

7. 300 pL Tween 80 ¢ozeltisiyle 2 defa yikandi.

8. Tween 80 atild1, 6rnek tizerine 1 mL PBS eklendi.

9. Fiber lam iizerine alind1 ve lam iizerindeki fiber iizerine 1-2 damla Fluoromount
Aqueous Mounting Medium damlatildi.

10. Lamel ile kapatildi ve 1-2 saat kurumaya birakildi.
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11. Kuruyan lam konfokal mikroskobunda goriintiilendi.

3.7. Nanofiber Yiizeyine Hiicre Adezyonunun FESEM’de Degerlendirilmesi

LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen yara Ortiisiiniin
biyouyumlulugunu tespit etmek i¢in alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobunda hiicre tutunmasi asagida verilen protokol takip edilerek gozlemlendi

(Venugopal vd., 2008).

1. Nanofiberler bir zimba ile 0.6 cm ¢apinda kesilmis ve nanoliflerin her iki tarafi
30 dakika boyunca UV i1sm ile sterilize edilerek 96 kuyulu hiicre kiiltiirii
plakalarina yerlestirildi. Nanofiberler PBS ¢ozeltisi ile iki kez durulandi.

2. HS2 hiicreleri CO> inkiibatoriinde DMEM besiyerinde (%70 FBS ve gentamisin
ile) kiiltiire edildi.

3. Hiicre kiiltiirii plakalaria yerlestirilen nanofiberler iizerine 1,5x10° hiicre ekildi.

4. Nanofiber iskelelere ekilen hiicreler 0,1 M sodyum kakodilat tamponu (pH 7.,4)
ile iki kez durulandi ve oda sicakliginda 2 saat boyunca 0,1 M sodyum kakodilat
icinde hazirlanan %3 glutaraldehit i¢ine daldirilarak sabitlendi.

5. Ornekler distile suda ii¢ kez duruland: ve sirastyla %50, %75, %90 ve %100 (v/v)
konsantrasyonlarda etanol ¢ozeltisi kullanilarak, her birinde 20 dakika
bekletilerek dehidre edildi.

6. Biitlin numuneler 100 pl HMDS ile muamele edildi ve bir gece boyunca ¢eker
ocakta kurutuldu.

7. Kurutulan numuneler daha sonra iridyum ile kaplandi ve FESEM altinda

gbzlemlendi.

3.8. In Vitro Antibakteriyel Aktivite Degerlendirmesi

Elektroegrilmis fiber matlarin in vitro antibakteriyel etkinligi, E. coli ve S. aureus
mikroorganizmalarina karst Broth mikrodiliisyon yontemi ile degerlendirildi. Onceki
caligmalar, enfekte yaralarda patojenlerin en sik rastlanan tiirleri olarak E. coli, S. aureus,
Staphylococcus epidermidis ve Pseudomonas aeruginosamin bulundugunu ortaya

koymaktadir (Foroutan Koudehi vd., 2019).
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Broth mikrodiliisyon yontemi:

1.

E. coli (ATCC 25922) ve S. aureus (ATCC 29213) bakteri suglar1 16 saat boyunca
37 °C'de Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerinde ¢ogaltildi.

0.6 cm c¢apindaki nanofiberler UV altinda sterilize edildi.

UV’den sonra fiberlerin lizerine 25 pL LL-37 ¢ozeltisi (1 mg/mL) damlatilip
kabin igerisinde kurumaya birakildi.

Steril su i¢inde 0.50 McFarland (McF) ayarlamas1 yapildi.

Broth mikrodiliisyon analizi i¢in 96 kuyucuklu mikroplaka 5 siitun 3 satir olacak
sekilde kullanildi.

5x%3 kuyucuklarin hepsine Mueller Hinton Broth (MHB) besiyeri (90 pL)
konuldu.

[lk siitun hari¢ diger kuyucuklara 0.5 McFarland ayarlanmis bakteri kiiltiiriinden
(10 pL) konuldu.

3 , 4 ve 5. siitunlara 3 tekrarli olacak sekilde sirasiyla %0 bakteriyel
PHB/Kolajen/LL-37, %25 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 ve %50 bakteriyel
PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberleri yerlestirildi. Kontrol grubu olarak ise 2.siitun
4. ve 5. kuyucuklara Gentamisin ve Oksasillin antibiyotik diskleri yerlestirildi.
Inkiibasyon 16 saat boyunca 37°C ‘de gerceklestirildi. 16 saat inkiibasyon
sonucunda ELISA (600 nm) da okumas1 yapildi.

3.9. Mikro BCA Salim Testi

Mikro BCA protein testi, seyreltik numunelerin protein konsantrasyonunu

belirlemek igin popiiler bir yontemdir. U¢ Mikro BCA reaktifinin birlikte karistirilmast,

esit hacimde numune ile karistirildiginda proteini dlgmek i¢in yeterince konsantre olan

bir ¢aligma ajan1 (WR) ile sonuglanir.

l.

Nanofiberler 7 giin boyunca PBS’te bekletilip her giinlin sonunda ekstrakt
kisimlar1 toplandi.

Mikroplakanin her bir kuyucuguna albumin standardi (150uL) ve bilinmeyen
numune olarak LL-37 ile islevsellestirilmis sirasiyla %0, %25 ve %50

PHB/Kolajen nanofiberlerinin ekstraktlar1 alindi.
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. Numunelerin lizerine ¢alisma ajani (150uL) eklendi. Plaka 37°C'de 2 saat inkiibe
edildi.

. Plaka oda sicakligina sogutuldu.

. Bir plaka okuyucuda 562 nm'de absorbans1 6l¢tildii.

. Her bir BCA standardi ig¢in 562 nm okumasimm1 pg/mL cinsinden
konsantrasyonuna karsi ¢izerek bir standart egri hazirlandu.

. Her bir bilinmeyen numunenin protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in standart

egri kullanildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. PHB/Kolajen Nanofiber Uretimi

Yapilan ¢aligmada nanofiberlerin {iretimi i¢in elektroegirme cihazi (ERAKTEK)
kullanildi. Salvatore ve arkadaglart tarafindan 2018’de yapilan bir ¢alismada
PHB/Kolajen oranm1 (100/0, 70/30, 50/50) farkli oranlarda denenmis ve 1:1 oraninin
olmast yani kolajenin oranmin arttirilmasi viskoziteyi ve fiber capimi etkiledigi
goriilmiistiir. PHB/Kol karigiminin artan kolajen miktarindan kaynaklanan daha yiiksek
viskozitesine baglanmistir (Salvatore vd., 2018). Bununla birlikte, kolajen iceriginin fiber
boyutu iizerindeki ters etkisinin PHBV/kolajen karisimlar1 i¢in de literatiirde
belgelendigini belirtmek gerekir (Prabhakaran vd., 2013). Bu dogrultuda bu ¢alismada da
PHB/Kolajen (1:1) oran1 kullanilmasina karar verildi. %0 bakteriyel PHB/Kolajen, %25
bakteriyel PHB/Kolajen ve %350 bakteriyel PHB/Kolajen polimer c¢ozeltilerinden
nanofiber elde edildi. Fakat %75 ve %100 bakteriyel PHB/Kolajen polimer
cozeltilerinden nanofiber elde edilemedi. %75 ve %100 bakteriyel PHB nin molekiiler
agirligina bagh olarak HFIP igerisinde ¢oziinmedi ve bulanik, viskozitesi diisiik bir

polimer ¢dzeltisi oldugu i¢in nanofiber eldesi gozlemlenmedi (Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Polimer ¢ozeltileri ve nanofiberler a) %0 bakteriyel PHB/Kolajen ¢ozeltisi b) %25 bakteriyel
PHB/Kolajen ¢ozeltisi ¢) %50 bakteriyel PHB/Kolajen ¢ozeltisi d) %100 bakteriyel PHB/Kolajen
cozeltisi e) %0 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 nanofiber f) %25 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiber g)
%50 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 nanofiber h) 0.6 cm ¢apinda nanofiber diski

Bu tiir degisken bulgularin nedeni muhtemelen karigimdaki iki polimerin sabit
konsantrasyonda verdigi farkli viskozitelerde yatmaktadir. Viskozitenin, elektrostatik
alan altinda piiskiirtmeyi ve jet/fiber incelmesini etkileyen 6nemli bir parametre oldugu
ve daha az viskoz polimer ¢ozeltilerinin daha ince fiberler tirettigi iyi bilinmektedir. Bu
nedenle, ¢oziicii, polimerlerin molekiiler agirligi, toplam polimer konsantrasyonu ve/veya
karisim bilesimi, belirli boyuttaki elektroegrilmis fiberlerin sentezini etkileyen
degiskenlerdir. Kolajen s6z konusu oldugunda, spesifik hayvan dokusu ve ekstraksiyon
protokolii ve bakteriyel PHB nin ekstrakte edilen bakteri ¢esidi polimer ¢dzeltisinin nihai
viskozitesini daha da etkileyecektir (Salvatore vd., 2018). Bununla birlikte, 6zellikle
hidrofilik kolajenin artan fraksiyonlarinin varliginda, su ¢ozeltilerinde lif sismesinin
meydana gelebilecegini ve bunun hiicre kolonizasyonu ic¢in mevcut olan genel

gozenekliligi 6nemli Slglide azaltabilecegini belirtmek gerekir. Elektroegrilmis aglar,
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hiicre-malzeme etkilesimlerinin tesvik edilmesinin son derece Onemli oldugu doku
mithendisligi ve yara iyilesmesi gibi spesifik biyomedikal uygulamalara ideal bir sekilde

uyum saglar.

4.2. Karakterizasyon Analizi

Nanofiberlerin karakterizasyonu i¢in FTIR, XRD, TGA ve optik temas agisi
cihazlar1 kullanildi. Karakterizasyon analizleri Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve

Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde (BITAM) yapild1.

4.2.1. FT-IR Analizi

Nanofiberlerin igerigindeki Cereibacter spharodeis bakteri susundan ekstrakte
edilen PHB biyopolimeri, Sigma Aldrich'ten satin alinan PHB ve kolajen polimerlerinin
fonksiyonel gruplarini tanimlamak amaciyla FT-IR analizi gergeklestirildi.
Polihidroksibiitiratin fonksiyonel gruplari, belirli dalga boylarina karsilik gelen farkli pik
noktalar1 ile karsilastirilarak incelendi. FT-IR pik dalga boyu sonuglari, Sekil 4.2.'de
sunuldu. Ticari, bakteri kaynakli PHB ve deniz kaynakli kolajenin FT-IR spektrumu 3900
ile 500 cm™ araliginda gozlemlendi (Sekil 4.2.). FTIR dalga boyuna karsilik gelen
fonksiyonel PHB gruplari ¢izelge 4.2'de gosterilmektedir.
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Sekil 4.2. %0, %25 ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberlerinin FTIR dalga sayis1 (cm™)
karsilagtirmasi

PHB'nin FTIR spektrumu, nanofiber igeriginin polihidroksibutirat oldugunu
gosteren cesitli fonksiyonel grup pikleri gosterir. FTIR kullanilarak analiz edilen polimer,
PHB'nin karakteristik bir C=0 pikleri (ana foksiyonel gruplar) gosterecek ve boylece
ekstrakte edilen polimerin PHB oldugunu dogrulayacaktir (Amir vd., 2024). Tablo
4.1.°de, 2976-2932 cm™"deki absorpsiyon, CH grubunun varligin1 gosterirken, 1724-1719
cm’! 'deki dalga boyu zirvesi (pik), bir C=0O fonksiyonel grubunun varligim gosterdi.
Tablo 4.1. ve Sekil 4.3.’e gore, 1453 cm'deki absorpsiyon spektrumu, bir CHa
fonksiyonel grubunun varhigini gosterirken, 1380 cm™ deki dalga boyu spektrumu, CH3
fonksiyonel grubu varligini dogruladi ve 1280-1275cm™!"deki absorpsiyon spektrumu ile
C-O fonksiyonel grubunun varlig tespit edildi. Prabhakaran ve arkadaglar1 tarafindan
2013’den yapilan bir ¢aligmada kolajenden gelen amid I ve amid II'yi temsil eden pikler,
her iki PHBV/Col iskelesi i¢in sirasiyla 1640 ve 1537 cm™'de gdzlenmistir. Bu da
kompozit PHBV/Col iskeleleri iizerinde kolajenden gelen 1,640-1,500 cm™ (Amid II N-
H) ve 1,360-1,250 c¢cm! (Amin C-N) amino fonksiyonel gruplarin varligin
gostermektedir (Prabhakaran vd., 2013). Bu dogrultuda ¢alismamizda da deniz kaynakl
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kolajenden elde edilen FTIR dalga boyu 1632 cm™'de amid II, 1521 cm™*de ise amid I

fonksiyonel gruplari kolajenin varligini dogruladi.

C.sph-PHB

2933

Ticari-PHB

2934

Kolajen

1632
1521

T — T T
3900 3700 3500 3300 3100 2900 2700 2500 2300 2100 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 500
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Sekil 4.3. Ticari PHB, ekstrakte edilmis PHB ve kolajenin FTIR dalga sayisi (cm™) karsilastirmasi

Tablo 4.1. Bakterilerden ekstrakte edilen PHB nin fonksiyonel gruplar1 ve FTIR dalga sayisi (cm™)

Fonksiyonel grup FTIR pik dalga sayis1 (cm™)

CH; 1380
CH» 1450
C-H 2976-2932
C=0 1724-1719
C-O 1280-1275
O-H 3436

4.2.2. XRD Analizi

X-1s1m1 kirmimi (XRD) analizleri, ticari olarak temin edilen PHB-t, bakteriyel
yollarla sentezlenen PHB-b ve kolajen Orneklerinin kristalin yap1 6zelliklerini
karsilastirmak amaciyla gergeklestirildi. Olgiimler, 10°—60° araliginda 20 taramas: ile
gerceklestirildi. PHB-t ve PHB-b Orneklerine ait kirimim  desenlerinde,
polihidroksibutiratin (PHB) ortorombik kristal fazina karsilik gelen karakteristik yansima
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pikleri acikca gozlemlendi. Ozellikle 20 = 13° (020), 16.8—17° (110), 21° (101), 22-22.5°
(111), 25° (121) ve 27° (040) diizlemlerine karsilik gelen bu pikler, her iki 6rnekte de
belirgin sekilde ortaya ¢ikmakta olup, a-PHB kristal fazinin varligini teyit etmektedir
(Pradhan vd., 2018). Bu bulgular, Cupriavidus necator ve Bacillus tiirleri gibi
bakterilerden elde edilen PHB oOrnekleriyle daha once yapilan caligmalarda bildirilen

kristal yapilarla da ortiismektedir.

Bununla birlikte, 20 = 20° civarinda gézlenen bir kirinim piki, literatiirde p-faz
kristallerine atfedilmektedir. PHB nin kristal yapilar1 agisindan en yaygin formu, tipik
olarak eriyik, soguk veya c¢ozelti kristallesmesi kosullarinda olusan a-fazdir. Laycock ve
arkadaslarina gore, yonlii olarak gerilmis PHB filmlerinde elde edilebilen B-faz,
metastabil karakterdedir ve 130 °C'de tavlama islemiyle yeniden a-faza doniiserek
kristallik derecesinde artig saglar (Mottin vd., 2016).

PHB-t 6rneginde, kirinim piklerinin daha yiiksek yogunlukta ve daha keskin
olmasi, bu 6rnegin PHB-b’ye kiyasla daha yiiksek bir kristallik derecesine sahip oldugunu
gostermektedir. Bu farklilik, biiylik 6lgiide polimer zincirlerinin molekiil agirliklarina
baglanabilir. PHB-t 6rnegi yaklasik 500 kDa’luk bir molekiil agirligina sahipken, PHB-b
ornegi yalnizca 102 kDa diizeyindedir. Yiiksek molekiil agirligina sahip polimer zincirleri
daha uzun ve daha fazla dolaniklik igerdiginden, kristalin bolgelerde daha diizenli bir
sekilde hizalanma egilimi gosterir. Bu yapi, XRD deseninde daha keskin, yogun ve
simetrik kirinim pikleri ile kendini gosterir. Ote yandan, daha kisa zincir uzunluguna
sahip PHB-b 06rnegi, kristalin bolgelerde yeterli diizene ulasamadigi i¢in, daha genis
tabanl ve diislik yogunluklu piklerle karakterize edilir. Ayrica, kisa zincirli polimerlerin
amorf faza katki orani daha yiiksek oldugundan, PHB-b 06rnegi kristal-amorf
morfolojisinde amorf yapinin daha baskin oldugu bir yap1 sergilemektedir.

Kolajen 0Ornegine ait XRD deseninde ise belirgin kristalin pikler
gbzlenmemektedir. 20 = 20° civarinda genis, diisiik siddetli bir bant disinda herhangi bir
karakteristik yansima mevcut degildir. Bu durum, kolajenin uzun menzilli diizenlilikten
yoksun, biiyiik oranda diizensiz bir molekiiler yapiya sahip oldugunu ve kristalin faz
icermedigini gostermektedir. Sonu¢ olarak kolajen 6rnegi amorf yap1 oOzellikleri

gostermektedir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. PHB-t, PHB-b ve kolajene ait XRD Spektrumlari

Sekil 4.5.(a)’da verilen X-151m1 kirimimi (XRD) desenleri, %50 kolajen ve %50 PHB igeren ii¢
farkli kompozit yapmin kristalin &zelliklerini karsilastirmali olarak sunmaktadir. Tum
numunelerde, PHB’ye ait karakteristik ortorombik kristal faz yansimalar1 olan (020),
(110) ve (111) diizlemlerine karsilik gelen kirinim pikleri, 6zellikle 20 = 13°, 17° ve 22°
civarinda belirgin sekilde gézlemlenmektedir. %0 PHB-b numunesi, yalnizca ticari PHB
icerdiginden, en yogun ve keskin pik profiline sahiptir. Bu durum, yiiksek molekiil
agirlikl (yaklasik 500 kDa) ticari PHB'nin diizenli kristal bolgeler olusturma yetenegini
ve yliksek kristallik derecesini yansitmaktadir.

%25 PHB-b igeren numunede, kirinim pikleri benzer konumlarda bulunmasina
ragmen siddetlerinde azalma ve hafif pik genislemeleri dikkati cekmektedir. Bu degisim,
bakteriyel PHB'nin (yaklasik 102 kDa) daha diisiik molekiil agirligina sahip olmasi
nedeniyle kristal faz olusumunu kismen sinirlamasindan kaynaklanmaktadir. Bakteriyel
PHB'nin kisa zincir uzunlugu ve diisiik zincir diizenliligi, kristal bolgelerde hizalanmay1
zorlastirarak amorf fazin katkisini artirmaktadir.

%350 PHB-b iceren numunede ise kristal piklerinin siddetinde daha belirgin bir
diisiis gozlenmektedir. Ozellikle (111) diizlemine karsilik gelen pikin neredeyse
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kayboldugu goriilmektedir. Bu durum, bakteriyel PHB oraninin artmasiyla birlikte
sistemin genel kristallik derecesinin anlamli sekilde azaldigini gostermektedir. Artan
bakteriyel PHB miktari, amorf yapi icerigini artirmakta ve kolajen ile birlikte kristalin
fazlarin olusumunu daha da engellemektedir. Aym1 zamanda, kolajenin yapisal olarak
amorf karakterde olmasi ve kristalin bolgelerde diizenlenmeye katki saglamamasi, bu
diisiisii daha da pekistirmektedir.

Sekil 4.5.(b)’de sunulan XRD kirmimlar1 kompozit numunelere antimikrobiyal
peptid LL37'min uygulanmasi sonrasi elde edilmistir. LL37 peptidinin kompozit
sistemlere dahil edilmesi, PHB nin kristalin yapis1 iizerinde belirgin bir bozulmaya neden
olmus, kristallik derecesinde gozle goriiliir bir azalma meydana getirmistir. %0 PHB-b +
LL37 6rneginde ticari PHB’ye ait karakteristik (020), (110) ve (111) yansimalar1 halen
gbzlemlenebilmekle birlikte, bu piklerin siddetinde azalma ve genisliklerinde artis tespit
edilmistir. Bu etki, %25 ve dzellikle %50 PHB-b iceren drneklerde daha belirgin hale

gelmis, kristalin fazlara ait yansimalar zayiflamis veya tamamen kaybolmustur.

a) b)
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Sekil 4.5. a) %50 Kolajen ve %50 PHB(PHB-t + PHB-b) b) %50 Kolajen, %50 PHB(PHB-t + PHB-b)
ve LL37 igeren numunelere ait XRD Spektrumlar

Bu sonuglar, LL37’nin polimer matrisindeki kristal yap1 lizerine fiziksel bir

miidahalede bulundugunu gostermektedir. Molekiil agirligi 4493 Da olan LL37, amfifilik
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yapist ve yliksek hareketliligi sayesinde PHB zincirleri arasina diflize olarak ikincil
baglar1 zayiflatmakta, zincirler arasi etkilesimleri engellemekte ve bdylece kristalin
bolgelerin olusumunu baskilamaktadir. Bu etki, klasik plastiklestirici mekanizmalariyla
benzerlik gostermektedir. Ozellikle bakteriyel PHB nin diisiik molekiil agirlig1 nedeniyle
daha kisa ve diizensiz zincir yapisina sahip olmasi, LL37’nin bu zincirler arasinda daha
kolay yerlesmesini ve kristal diizeni bozmasini kolaylastirmaktadir. PHB-b oranindaki
artis ve LL37 ilavesi, kristallik derecesini azaltarak polimer zincirlerinin hareketliligini
artirmakta; bu durum, liflerin daha kolay ¢ekilmesini saglayarak boyutsal olarak daha

ince ¢apli nanoliflerin elde edilmesine olanak tanimaktadir.

4.2.3. TGA ve DSC Analizleri

Sekil 4.6.’da verilen TGA ve DSC analizleri, ticari PHB (PHB-t), bakteriyel PHB
(PHB-b) ve kolajenin termal davraniglarin1 karsilagtirmali olarak ortaya koymaktadir.
TGA egrisine gore PHB-t yaklasik 280-310 °C arasinda, PHB-b ise 260-290 °C
araliginda bozunmaya baslamaktadir. Bu durum, ticari PHB’nin yiliksek molekiil
agirligia ve kristallik derecesine bagli olarak daha ge¢ bozundugunu gostermektedir.
PHB-b, daha kisa zincir uzunlugu ve diisiik molekiil agirligi nedeniyle daha erken
bozunmakta ve daha az 1s1l stabilite gdstermektedir. Her iki PHB tiirli de tek kademeli,
keskin bir bozunma profili sergilerken, kolajen ¢ok kademeli bir bozunma egrisi
gostermektedir. Ik kiitle kayb1 100 °C altinda su ve ucgucu bilesiklerin uzaklasmasiyla
gerceklesirken, 250-350 °C araliginda protein zincirlerinin parcalanmasi, 400 °C
tizerindeyse karbonlasma evresi gozlemlenmektedir. Kolajenin kalan kalinti miktari
oldukgca yiiksektir ve bu durum, organik yapisinin pargalanmasindan sonra bile inorganik

veya karbon bazli artiklarin kalabildigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. Ticari PHB (PHB-t), bakteriyel PHB (PHB-b) ve kolajenin (Kol) (a) termogravimetrik analiz
(TGA) ve (b) diferansiyel taramali kalorimetri (DSC) egrileri

DSC analizleri, 1s1l gecis davranislarini ortaya koymaktadir. PHB-t yaklagik 175—
180 °C’de belirgin, keskin ve yiiksek entalpili bir erime piki verirken, PHB-b’de ayni
sicaklikta daha genis ve diisiik siddetli bir erime piki gozlemlenmektedir. Bu durum,
PHB-t’nin yliiksek kristallik derecesi ve homojen zincir yapisina isaret ederken, PHB-
b’nin diisiik molekiil agirligina bagl olarak kristallesme kabiliyetinin zayif oldugunu
gostermektedir. Her iki PHB tiirii i¢in yaklasik 270-300 °C araliginda bozunmaya karsilik
gelen ikinci bir endotermik gecis de mevcuttur. Kolajene ait DSC egrisinde gozlemlenen
termal gecisler, ok asamali yapisal bozunma siirecini yansitmaktadir. ik olarak yaklasik
105 °C civarinda merkezlenen genis endotermik pik, kolajenin yapisinda tutulan serbest
ve bagl suyun uzaklasmasina karsilik gelmektedir. Bu siire¢, kolajenin higroskopik
dogas1 nedeniyle yaygin olarak gézlemlenir. Ardindan, yaklasik 220 °C’de minimuma
ulasan ikinci bir endotermik gegis gozlenmekte olup bu pik, kolajen molekiillerinin ii¢
sarmall1 (triple helix) yapisinin bozuldugu denatiirasyon siirecine isaret etmektedir.
Denatiirasyon, kolajenin ikincil ve {iglinclil yapisinin kaybiyla birlikte yapisal
biitlinliigiinli yitirmesi anlamina gelir. Yaklasik 450 °C civarinda gézlenen endotermik
gecis ise kolajenin pirolitik bozunma siirecini temsil etmektedir; bu noktada polipeptid
zincirlerinin kimyasal yapist parcalanmaya baglar (Cucos, t.y.).

Sekil 4.7.°de verilen TGA ve DSC analizleri, kolajen icerigi sabit tutularak
PHB'nin farkli oranlarda bakteriyel kaynakli oldugu (%0, %25 ve %50 PHB-b) ii¢ farklh
kompozit sistemin termal Ozelliklerini karsilagtirmali olarak degerlendirmektedir. Bu
analizler, bakteriyel PHB (PHB-b) oranindaki artisin kompozitlerin kristallik derecesi ve

1s1l kararlilig1 tizerindeki etkilerini ortaya koymak amaciyla gergeklestirildi.
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Sekil 4.7. %0, %25 ve %50 oranlarinda bakteriyel PHB (PHB-b) igeren PHB/Kolajen kompozitlerinin
termal 6zellikleri: (a) Termogravimetrik analiz (TGA) egrileri, (b) Diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC) egrileri

TGA (Termogravimetrik Analiz) sonuglarina goére, tiim numunelerde ana
bozunma yaklasik 280-310 °C araliginda gergeklesmektedir; ancak bozunma profilleri
PHB-b oranina bagl olarak farklilik gostermektedir. En erken bozunma %50 PHB-b
igeren numunede gézlemlenirken, bunu sirasiyla %25 ve %0 PHB-b iceren sistemler takip
etmektedir. Bu durum, bakteriyel PHB nin diisiik molekiil agirlikli ve kisa zincirli yapisi
nedeniyle zincir uglarinin termal bozunmaya daha yatkin olmasindan kaynaklanmaktadir.
Buna karsilik, %0 PHB-b i¢eren kompozitte yalnizca ticari PHB bulundugundan, yiiksek
molekiil agirligima ve kristallik derecesine bagli olarak bozunma daha ge¢ baglamis ve
daha kararl bir profil sergilenmistir.

Kalinti miktarlar1 incelendiginde, en yiiksek kalinti orani %0 PHB-b iceren
sistemde gozlemlenmistir. PHB-b orami arttik¢a kalinti miktar1 azalmistir. Bu durum,
bakteriyel PHB nin ticari PHB zincirleri arasina girerek kristal diizeni bozdugu, termal
bozunmay1 kolaylastirdig1 ve karbonlagma egilimini sinirladigi seklinde yorumlanabilir.
PHB-b'nin kisa ve diizensiz zincir yapisi, bozunma iriinlerinin daha ugucu olmasini
saglayarak kalinti olusumunu azaltmaktadir. Bu bulgular, PHB-b katkisinin yalnizca
kristalligi degil, ayn1 zamanda bozunma mekanizmasini da etkiledigini gdstermektedir.

DSC (Diferansiyel Taramali Kalorimetri) verileri, kompozitlerin kristallik diizeyi
ve 1s1l gecis davranislarini degerlendirmektedir. Tiim numunelerde yaklasik 175-180 °C
civarinda PHB’ye ait karakteristik erime pikleri gézlemlenmistir. Ancak bu piklerin
siddeti PHB-b orani arttikca azalmaktadir. %0 PHB-b iceren 6rnek, keskin ve yiiksek
entalpili erime piki ile yliksek kristallik derecesini yansitmaktadir. Buna karsin, %25 ve

%350 PHB-b igeren sistemlerde erime pikleri daha genis ve diisiik siddetlidir. Bu durum,
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bakteriyel PHB’nin diisilk molekiil agirligmma baglh olarak kristal bolgelerin diizenli
olusumunu simirladigini géstermektedir. Ayrica 300-500 °C araliginda gozlenen farkli 1s1
akis1 profilleri, bozunma kaynakli ekzotermik olaylara isaret etmekte olup, artik organik
kalintilarin oksidatif bozunmasi, yani i¢sel oksidasyon siirecleri ile iligkilidir. Bu ¢ok
asamal1 gegisler, kolajenin protein yapisina 6zgii 1s1l yanitini ve kompleks bozunma
davranigin1 agik¢a yansitmaktadir. Bu gecislerin de PHB-b oranina bagli olarak azaldig:
goriilmektedir (Davidenko vd., 2010).

Sonug olarak, bakteriyel PHB oranindaki artis, kompozit sistemlerde hem 1s1l
kararlilig1 azaltmakta hem de kristalin faz olusumunu sinirlayarak yapinin amorf
karakterini artirmaktadir. Bu durum, TGA analizinde daha erken baglayan bozunma
egilimleri ve DSC analizinde erime piklerinin zayiflamasiyla tutarhidir. Bulgular,
bakteriyel PHB katkisinin islenebilirligi artirmakla birlikte, kristallik ve 1s11 dayanim
ozelliklerinde belirgin azalmaya neden oldugunu ortaya koymaktadir.

Sekil 4.8.’de verilen TGA ve DSC analizleri, LL37 iceren PHB/Kolajen
kompozitlerinde farkli oranlardaki bakteriyel PHB (PHB-b) katkisinin termal davranig
tizerindeki etkilerini gostermektedir. TGA verilerine gore, tiim numunelerde ana
bozunma 280-310 °C araliginda gergeklesmekte olup, bozunma baslangi¢ sicakligit PHB-
b oranina bagl olarak degismektedir. En erken bozunma %50 PHB-b iceren sistemde
gbzlemlenirken, %25 ve %0 PHB-b iceren sistemler birbirine olduk¢a yakin bir bozunma
profili sergilemektedir. Kalint1 miktarlar1 agisindan degerlendirildiginde, %0 ve %25
PHB-b i¢eren kompozitlerdeki kalint1 oranlar1 birbirine olduk¢a yakinken, %50 PHB-b
iceren sistemde belirgin bir azalma goriilmektedir. Bu durum, yiiksek oranli PHB-b
katkisinin  zincir yapisint daha fazla bozarak bozunmayi kolaylastirdigini ve

karbonlagmay1 sinirladigini diistindiirmektedir.
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Sekil 4.8. LL-37 iceren ve farkli oranlarda bakteriyel PHB (PHB-b) igeren PHB/Kolajen kompozitlerinin
termal 6zellikleri: (a) Termogravimetrik analiz (TGA) egrileri, (b) Diferansiyel taramali kalorimetri
(DSC) egrileri

DSC verileri de bu egilimle tutarhidir. Yaklagik 175-180 °C civarinda gozlenen
endotermik pikler PHB’nin erime davranisina karsilik gelmekte olup, bakteriyel PHB
orani arttikca bu piklerin siddeti azalmis ve genislemistir. Bu, PHB-b'nin kristal yap1
olusumunu sinirlayarak yapinin daha amorf bir karakter kazanmasina neden oldugunu
gostermektedir. 300-500 °C araliginda goriilen genis ekzotermik gegisler, PHB’den
ziyade kolajene ait pirolitik bozunma ve igsel oksidasyon siireglerine karsilik
gelmektedir. Ozellikle %25 PHB-b igeren sistemde bu gegis daha belirgin olup, kolajen
ve LL-37 arasindaki etkilesimlerin termal bozunmayr etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir. Genel olarak, PHB-b oranindaki artis kristalligi ve termal stabiliteyi
azaltmakta; bu etki, LL-37’nin yapiya katkisiyla birlikte sistemin bozunma davranigini

kompleks hale getirmektedir.

4.2.4. Hidrofilik Profili Degerlendirmesi

Sekil 4.9, gelistirilen nanofibroz iskelelerin 1slatma 6zelliklerini degerlendirmek
icin kullanilan su temas agis1 6l¢iimlerinin sonuglarini géstermektedir. Her bir nanofiber
ylizeyinin Sl¢iilen temas agis1 degerleri sunuldu. Yapilan bir ¢calismada kristalin bolgeleri
nedeniyle hidrofobik bir yapiya sahip olan PHB'nin nanofibrdz iskelelerinin yiizeyinin su
temas acist degeri 91.49° olarak Olcililmiistiir. PHB'nin CTS ile karistirilmasiyla elde
edilen PHB/CTS biyokompozit nanofibroz iskelelerin su temas agis1 (WCA) 44,39°
olarak Ol¢iilmiistir ve PHB'minkinden o©nemli Olgiide daha diisiiktiir. CTS'nin

hidrofilikligi esas olarak hidrofilik amino ve hidroksil gruplarina atfedilmistir. Sonug
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olarak, PHB ile harmanlandiginda, lifli iskele Orneginin 1slanabilirligini arttirdigi
gozlemlenmistir (Bayram Sariipek, 2024). Kolajen nanofiberlerin ylizey 1slanabilirligi,
statik su temas agis1 dlgiilerek arastirilmistir. Bu test elektroegrilmis kolajen nanofiberler
tizerinde gergeklestirilmistir, ancak bu biyopolimerin yiiksek hidrofilikligi nedeniyle su
damlaciklar1 hizla emilmis ve elektroegrilmis Kol-pamuk, Kol/EPS1%-pamuk ve
Kol/EPS2%-pamuk numuneleri i¢in su temas agisinin Ol¢iilmesini imkansiz hale
getirmistir (Naderi Gharahgheshlagh vd., 2024). o-sarmal yapiya sahip LL-37
antimikrobiyal peptitler amfifilik 6zellik tasir; bu tiir peptitlerin bir ucu hidrofilik, diger
ucu ise hidrofobik bir bolgeye sahiptir. Hidrofilik ve lipofilik yapi, antimikrobiyal
peptitlerin antimikrobiyal islevinin temelini olusturur (C. Li vd., 2025).
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Sekil 4.9. a) %0 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37, b) %25 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37, ¢) %50
bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 nanofiber matlarin ortalama su temas agilari

Bu ¢alismada da Cereibacter sphaeroides’ten ekstrakte edilen PHB, ticari olarak
satin alinan PHB ve deniz kaynakli kolajen harmanlanarak nanofiberler elde edildi. Elde
edilen nanofiberler LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirildi. %0 bakteriyel
PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberinin su temas agist 116.6° olarak dl¢iildii. Bakteriyel PHB
orani %25 arttirilarak %25 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberinin su temas agis1
47.1° olciildii ve son olarak %50 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberinin su temas
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acist 46.1° olgiildii. Bakteriyel PHB orami arttikga nanofiberin hidrofilikliginin arttigi,

1slatma davranigini belirgin bir sekilde iyilestirdigi gozlemlendi.

4.3. Hiicre Kiiltiirii Testleri

4.3.1. Sitotoksisite Analizi

Gelistirilen PHB/Kolajen nanofiber yara oOrtiisii prototipinin L929 hiicresi
tizerinde sitotoksik etkisinin anlagilmas1 i¢in XTT analizi yapildi. Bu analizde
nanofiberlerin L1929 hiicresi iizerindeki etkisinin anlagilmasi i¢in hem bakteriyel PHB
yiizde oranlar1 (%0, %25 ve %50) degistirilip hem de LL-37 antimikrobiyal peptit varligi
degistirilip hiicre hattina uygulandi.

Fiber matlar hiicre kiiltiirii besiyerinde 24, 48, 72 saat bekletildi. Bu ekstreler
kiiltiir kabin1 kaplamig L929 hiicreleri tizerinde 24 ve 48 saat inkiibe edildi ve hiicreler
ters mikroskop altinda 10X biiyiitme ile goriintiilendi. Ekstrelerin hiicre proliferasyonu
tizerindeki etkileri 48 saat inkiibasyon ardindan XTT sitotoksisite kiti kullanilarak da
degerlendirildi. Kontrol hiicre grubu proliferasyonu %100 kabul edilerek, test gruplariyla
inkiibe edilen hiicrelerin proliferasyonu belirlendi. L929 hiicreleri iizerinde ¢oziinmiis
PHB tiirlerinin sitotoksik konsantrasyonlari nanofiberler igerisinde kullanilan PHB
miktarindan 400-500 kat kadar yiiksektir. HFIP’de ¢6ziinmiis PHB nin mat igerisinde
kullanilan miktarlar toksik degildir (Tablo 4.2.).

Tablo 4.2. Ticari ve Bakteriyel PHB’lerin IC50 degerleri

PHB_IC50 (g/mL)
T* B**
24 sa. 4.73 4.13
48 sa. 5.36 4.88
72 sa. 4.54 4.72
Nanofiberlerin toplam 0.01 g/mL
PHB icerigi:

*Ticari PHB, “*Bakteriyel PHB

Sekil 4.10°da XTT sonuglarindan anlagilacag: iizere hiicre proliferasyon degerleri
%70 tlizerinde bulundu. Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.’ye bakilip hiicrelerin morfolojileri de

dikkate alindiginda fiber mat tiirlerinin biyouyumlu olduklar1 degerlendirildi.
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48 saat ekstrakt 24 saat ekstrakt

72 saat ekstrakt
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Sekil 4.10. %0, %25 ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberleri ile muamele edilmis 1929 hiicre
hattinin XTT yontemi kullanilarak elde edilen hiicre canlilig1 analiz sonuglari

Kontrol PHB/Kol (%0) PHB/Kol (76:25) PHB/Kol (%50)
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b Kontrol PHB/Kol (%0) PHB/Kol (%:25) PHB/Kol (%50)

24 saat ekstrakt

48 saat ekstrakt

72 saat ekstrakt

Sekil 4.11. a) 24 saat PHB/Kolajen nanofiberiyle muamele edilmis 1.929 hiicresi mikroskop goriintiileri
b) 48 saat PHB/Kolajen nanofiberiyle muamele edilmis 1.929 hiicresi mikroskop goriintiileri

a

Kontrol

PHB/Kol/LL37 (%0) PHB/Kol/LL37 (%25) PHB/Kol/LL37 (%50)

48 saat ekstrakt 24 saat ekstrakt

72 saat ekstrakt
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Kontrol PHB/Kol/LL37 (%0) PHB/Kol/LL37 (%25) PHB/Kol/LL37 (%50)

“\.v - - -

Sekil 4.12. a) 24 saat boyunca LL-37 antimikrobiyal peptitle islevsellestirilmis PHB/Kolajen
nanofiberiyle muamele edilen L929 hiicresi mikroskop goriintiileri b) 48 saat boyunca LL37
antimikrobiyal peptitle islevsellestirilmis PHB/Kolajen nanofiberiyle muamele edilen 1.929 hiicresi
mikroskop goriintiileri

24 saat ekstrakt

48 saat ekstrakt

72 saat ekstrakt

4.3.2. Cizik Testi

Sekil 4.13, %0 bakteriyel PHB/Kolajen, %25 bakteriyel PHB/Kolajen, %50
bakteriyel PHB/Kolajen ve Sekil 4.14, LL-37 ile islevsellestirilmis %0, %25 ve %50
PHB/Kolajen gibi c¢esitli nanofiber gruplarinda yara iyilesmesinin mikroskobik
goriintiileri goriilmektedir. Fahimirad ve arkadaslari tarafindan 2024°te yapilan ¢alismada
PCL/PVA/CsLL37 ve PCL/PVA/CsVEGFnin PCL/PVA gruplarma kiyasla yara
tyilesmesini hizlandirmada daha {istiin oldugunu gostermektedir (Fahimirad vd., 2024).
Bu ¢aligsmayla LL-37 antimikrobiyal peptidin yara iyilestirici etkisi vurgulanmistir. Sekil
4.13. ve Sekil 4.14.’de bulunan mikroskop goriintiileri tizerinden 6l¢iim yapilarak 1,3 ve
7. glinlerdeki ¢izik kapanma yiizdeleri hesaplandi. Bu hesaplamalar karsilastirildiginda,
LL-37 ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen nanofiberlerde c¢izik kapanmasinin %15-30
daha hizli oldugu goriildii (Sekil 4.15.).
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i1k giin 1. giin 3. giin 7. giin

Sekil 4.13. Cizik Testi a) %0 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberinin HS2 hiicresine muamelesi sonucu
sirastyla ilk giin, 1, 3 ve 7.giinlerde ¢izik kapanma mikroskop goriintiileri b) %25 bakteriyel PHB/Kolajen
nanofiberinin HS2 hiicresine muamelesi sonucu sirasiyla ilk giin, 1., 3. ve 7.giinlerde ¢izik kapanma
mikroskop goriintiileri ¢) %50 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberinin HS2 hiicresine muamelesi sonucu
sirastyla ilk giin, 1., 3. ve 7.giinlerde ¢izik kapanma mikroskop goriintiileri

Tk giin 1. giin 3. giin 7. giin

Sekil 4.14. Cizik Testi. a) LL-37 ile islevsellestirilmis %0 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberinin HS2
hiicre hattina muamelesi sonucu sirastyla ilk giin, 1., 3. ve 7.glinlerde ¢izik kapanma mikroskop
gorilintiisii. b) LL-37 ile islevsellestirilmis %25 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberinin HS2 hiicre hattina
muamelesi sonucu sirastyla ilk giin, 1, 3 ve 7.giinlerde ¢izik kapanma mikroskop goriintiileri. ¢) LL-37 ile
islevsellestirilmis %50 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberinin HS2 hiicre hattina muamelesi sonucu
sirastyla ilk giin, 1., 3. ve 7.giinlerde ¢izik kapanma mikroskop goriintiileri.
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Sekil 4.15. HS2 hiicre hattina ¢izilen ¢iziklerin kapanma yiizdeleri grafigi

4.3.3. In Vitro Biyobozunurluk Testi

%0 bakteriyel PHB/Kol, %25 bakteriyel PHB/Kol ve %50 bakteriyel PHB/Kol
nanofiber materyal 6rnekleri biyobozunurluk oranlarini belirlemek i¢in 14 giin boyunca
DMEM igerisinde bekletildi ve 1, 7 ve 14. giinlerde agirliklart kaydedildi. Baslangic
agirhigr tartildiktan sonra DMEM'de birakilan ornekler her hafta kaba suyu alinarak
37°C'de bir giin siireyle etiivde kurutuldu ve kalan agirliklari takip edildi. Olgiilen bu
agirlik degerlerine gore agirlik kaybi ortalamalar: hesaplandi (Tablo 4.3.). Sekil 4.16.'da
verildigi gibi grafiksel agirlik kaybi egrisi ¢izildi.

Tablo 4.3. Agirlik kayb1 ortalama degerleri (%)

PHB/Kol(%0b) PHB/Kol(%25b) PHB/Kol(%50b)
ilk giin 0 0 0
1.giin 20,45 15,15 45,65
7.giin 31,82 2144 43,2545,8
14.giin 30,40+7 15,91+1 50,66+5,56
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Sekil 4.16. PHB/Kolajen nanofiber matlarin on dort giinliik in vitro biyobozunurluk egrileri

Zamana bagl agirlik kaybi (%) egrilerinden, tiim numune tiirlerinin bozunma
oranlarinin %30 ile %50 arasinda degistigi goriilmektedir. PHB/Kolajen (%0),
PHB/Kolajen (%25) ve PHB/Kolajen (%50) nanofiberleri i¢in agirlik kayiplar1 14 giiniin
sonunda sirastyla %30, %15 ve %50°dir. Agirlik kayb1 sonuclari karsilastirildiginda, en
yiiksek agirlik kayb1 PHB/Kolajen (%50) numunesinde %50 olarak gozlenirken, en diisiik
agirlik kayb1 PHB/Kolajen (%25) numunesinde %15 olarak gozlendi.

Mohammadalipour ve arkadaslar1 tarafindan 2023’de yapilan calismada PHB,
PCL polimerlerinin biyobozunurluk oranlar1 test edilmis ve iskelelerde lif ¢apinin ve
kristalligin azalmasi, PBS'nin daha kolay niifuz etmesine ve yiizey temasinin artmasina
yol acarak daha fazla biyolojik bozunabilirlikle sonuclandigi goézlemlenmistir
(Mohammadalipour vd., 2023). Ayni dogrultuda bu calismada da %0, %25 ve %50
bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberlerinde gittikce azalan bir nanofiber cap1 gozlendi.
Sonug olarak en ince fiber ¢apina sahip %50 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberi en fazla

biyobozunulabilirlige sahip nanofiber oldugu goriildii.
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4.4. Gelistirilen Nanofiberlerin Morfolojik Analizleri

Bakteriyel PHB/Ticari PHB agirlik orani (0/100, 25/75, 50/50) agisindan farklilik
gosteren ¢esitli PHB/Kol (1:1) karisimlarinin (HFIP i¢inde %2 w/v) elektroegirme islemi,
uygulanan voltaj ve/veya toplama mesafesi (yani ignenin ucu ile donen toplayicinin
ylizeyi arasindaki mesafe) islenen PHB/Kol karisiminin bir fonksiyonu olarak ampirik
olarak ayarlanarak basariyla gerceklestirildi. Mikroskopik olarak piiriizsiiz bir morfoloji
elde edildi. FESEM ile 20.00 KX biiyiitmede yapilan detayli incelemeler, boncuklardan
yoksun homojen bir ag benzeri yapiyt ve nanofiberler iizerindeki LL-37 antimikrobiyal
peptidi vurgulamistir. ImagelJ yazilimi kullanilarak mikrograflarin daha ileri analizi, her
bir membran tiirii i¢in ortalama fiber boyutunun ve fiber boyutu dagiliminin tahmin
edilmesine olanak saglamistir.

Viskozitenin, elektrostatik alan altinda piiskiirtmeyi ve jet veya fiber incelmesini
etkileyen ©Onemli bir parametre oldugu iyi bilinmektedir. Daha ince lifler,
genellikle daha diisiik viskoziteli polimer coOzeltileri ile elde edilir. Bu
nedenle, ¢oziicliniin ~ 6zellikleri, polimerlerin molekiiler agirligi, toplam polimer
konsantrasyonu ve karigim bilesimi, belirli boyuttaki elektroegrilmis fiberlerin sentezini
etkileyen onemli faktorlerdir (Salvatore vd., 2018). Bu calismada bakteriyel PHB orani
arttik¢a c¢ozeltinin viskozitesi diismiistiir. Bu nedenle toplam PHB igerisinde bakteriyel
PHB orani arttik¢a nanofiber kalinliklarinin daha homojen ve nanofiber ¢aplarin da
daha ince oldugu gozlemlendi. Sirasiyla Sekil 4.17°de %0 bakteriyel PHB/Kolajen
nanofiberlerinin ¢ap Ol¢limlerinde yogunlugun 250-300 nm, %25 bakteriyel
PHB/Kolajen nanofiberinde 200-250 nm ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberinde
130-140 nm arasinda ¢ap dagilimi oldugu goriildii.
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Sekil 4.17. a,b) %0 bakteriyel PHB/Kolajen, PHB/Kolajen/LL-37 d,e) %25 bakteriyel PHB/Kolajen, PHB/Kolajen/LL-37 g,h) %50 bakteriyel PHB/Kolajen,
PHB/Kolajen/LL-37 nanofiber matlarinin FESEM goriintiileri ve ¢) %0 bakteriyel PHB/Kolajen f) %25 bakteriyel PHB/Kolajen 1) %50 bakteriyel PHB/Kolajen ¢ap dagilimi
histogramlar1
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4.5. Nanofiber Yiizeyine Hiicre Adezyonunun Degerlendirilmesi

Sekil 4.18 ve Sekil 4.19'da goriilen PHB/Kolajen nanofiberlerinin FESEM ve
konfokal mikroskop goriintiilerinde olan nanofiberler {izerindeki hiicre baglanma
profilleri, toksik aktivite gostermeyen PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberlerde hiicre
tutunmasiin  oldugunu gosterdi. Sekil 4.18’de L1929 hiicresi %50 bakteriyel
PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberine tutunmadi. Nanofiberin goézenek boyutlari veya
gozenek yapisindan kaynaklanabilecegi diisiiniildii. Sekil 4.19°da bulunan konfokal
goriintiistinde HS2 hiicresinin %0, %25 ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37

nanofiberlerine tutunmasi goézlemlendi.

L /L
EHT = 2.00 k¥ Signal A = SE2
WD = 47 mm Mag = 400K X
7 B R

EHT = 2.00 k¥
m

Sekil 4.18. 1929 hiicre hattinin a) %0 bakteriyel PHB/Kolajen b) %25 bakteriyel PHB/Kolajen
nanofiberlerine tutunmasinin FESEM goriintiisii
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DAPI Faloidin-Rodamin DAPI /Faloidin-Rodamin

%0 bakteriyel PHB/Kol/LL-37

%25 bakteriyel PHB/Kol/LL-37

%350 bakteriyel PHB/Kol/LL-37

Sekil 4.19. Cesitli PHB/Kolajen iskelelerine baglit HS2 keratinosit hiicrelerinin F-aktin boyamasi.
Cekirdek DAPI (mavi) ve F-aktin FITC-faloidin kullanilarak boyanmuistir. Tiim goriintiiler i¢in 6l¢ek
¢ubugu 20 pm'dir.

4.6. In Vitro Antibakteriyel Aktivite Degerlendirmesi

Antibakteriyel duyarlilik testleri, bir antimikrobiyal ajanin belirli bir bakteri
tiriine karsi in-vitro aktivitesini belirlemek i¢in yapilir. Yaygin yara bakteriyel
enfeksiyonunun temsili bakteri suslart S. aureus ve E. coli idi (Xu vd., 2024). Bu
calismada, patojenik Staphylococcus aureus (ATCC 29213), E. coli (ATCC 25922)
bakteri suslarina karsi LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen

nanofiberleri ile muamele edilen bakterilerin canlilig1 incelendi.
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Bakteriyel enfeksiyonlar, inflamasyona yol agabilir, eksiida olusumunu artirabilir
ve yaralarin onarim siirecini olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle, ideal bir yara ortiisiiniin
antimikrobiyal ozellikler tasimasi olduk¢a &nemlidir (Long vd., 2022). Onceki
arastirmalar, LL-37'nin iyon kanali olusumu araciligiyla bakteriyel biyofilmleri etkili bir
sekilde inhibe ettigini ve bozdugunu, ayrica bakteriyel membran ylizeyinde yer alan
LPS'ye kars1 hizli baglanma afinitesi gosterdigini, boylece bakterileri ndtralize ederek
giiclii antibakteriyel Ozellikler sergiledigini ortaya koymustur (Bechinger, 2017). LL-
37'nin antimikrobiyal mekanizmasiyla benzerlik tasiyarak PL/LL-37'nin mikrobiyal
hiicre membranlarinda iyon kanallar1 olusturarak ve bakteriyel membran endotoksinlerine
baglanarak hizli bir bakterisidal aktivite gdsterme potansiyeline sahip oldugunu tespit
etmistir (C. Li vd., 2025).

Bu calismada nanofiber disklere 25 pLL LL-37 ¢o6zeltisi damlatildiginda disklerde
0,025 mg LL-37 eklenmis olmaktadir. 100 pL hacimdeki kuyucuklara bu diskler
yerlestirildiginde ise salinimin tamamen gergeklestigi var sayildiginda LL-37 derisiminin
55,6 uM oldugu hesaplandi. PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberleri muamelesi sonucu
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) ve E. coli (ATCC 25922) bakteri suslarinin
canliliklart % olarak hesaplandiginda Staphylococcus aureus susunun canliliginin %20-
25, E. coli susunun ise %80-85 azaldig1 gozlemlendi (Sekil 4.20.). Sonug olarak E. coli
susunun LL-37 antimikrobiyal peptidine kars1 daha direncli oldugu goriildi. Wang ve
arkadaglar yaptiklar1 ¢alismada LL-37, E. coli'ye kiyasla S. aureus'a kars1 daha yiiksek
bir inhibitér etki gostermistir. S. aureus'u inhibe etmek icin gereken minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBC) 4 pumol/L iken, LL37'nin 32 pumol/L'lik bir MBC'si
E.coli'ye kars1 bakterisidal aktivite saglamistir (Z. Wang vd., 2025). Bu dogrultuda LL-
37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen nanofiberlerinin

antibakteriyel aktivite gdsterdigi kanitlandu.
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4.20. PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberlerinin antibakteriyel aktivite grafigi
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4.7. Mikro BCA Salim Testi

%0, %25 ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberlerinin LL-37 varligim
kanitlamak i¢in Mikro BCA salim testi yapildi. Farkli oranlarda bakteriyel PHB oranlara
sahip nanofiberlerin salim kapasitesi karsilagtirildi. Salim testi, albumin standardindan
cizdirilen absorbans-konsantrasyon egrisine gore LL-37’nin konsantrasyon degeri 134,77
ug/mL olarak hesaplandi (Sekil 4.21.). %0 bakteriyel PHB iceren PHB/Kolajen/LL-37
nanofiberden yedi giin sonunda kiimiilatif salim degeri %53,73+23,44 , %25 bakteriyel
PHB igeren PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberden %78,34+1,49 iken %50 bakteriyel
PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberde %55,61+8,55 olarak gozlemlendi (Sekil 4.22.).
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Sekil 4.21. Albumin standardina gore absorbans-konsantrasyon egrisi

%(0-25-50) bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberleri yedi giinliik kiimiilatif salim
degerleri incelendiginde ikinci giine kadar salimin bittigi gézlemlendi. Nanofiberlere
yiiklenen LL-37’nin hizl bir sekilde salinarak ortama verildigi ifade edilebilir. Fiberlere
yiiklenen LL-37’nin eksik kalan salim degeri LL-37’nin degrade olmasi veya
polimer/LL-37 etkilesiminden kaynaklanabilir (Felgueiras, 2017). PHB/Kolajen/LL-37
nanofiberlerdeki LL-37 varligi Mikro BCA yo6ntemiyle kanitlandi.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bakteriyel / ticari PHB (0/100, 25/100, 50/50) agirlik¢a farkli oranlarda
kullanilarak %2 (w/v)’lik PHB/Kolajen (1:1 (w/w)) polimer ¢ozeltisi hazirlandi. Polimer
cozeltilerinde bakteriyel PHB oran1 arttikca ¢6zeltinin viskozitesinin azaldigi
gozlemlendi. Bu durum ise kullanilan PHB’lerin molekiil agirligindan kaynakli oldugu
diistintildii (Salvatore vd., 2018). Polimer c¢ozeltileri, elektroegirme ydntemi ile
nanofiberlere doniistiiriildii ve LL-37 antimikrobiyal peptit ile islevsellestirildi.

Nanofiberlerin karakterizasyonu FESEM, FTIR, XRD, TGA-DSC ve WCA
analizleri 1ile gergeklestirildi. Nanofiber caplarina bakildiginda %0 bakteriyel
PHB/Kolajen nanofiber cap dagilimmin 250-300 nm, %25 bakteriyel PHB/Kolajen
nanofiberinin ¢ap dagiliminin 200-250 nm ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen nanofiberinin
ise 130-140 nm arasinda ¢ap dagilimi oldugu goriildii. Bakteriyel PHB orani arttikca ¢ap
dagilimmin azaldig1 goézlemlendi. Bu ince nanofiberler, yara iyilesmesi ve doku
rejenerasyonuna yonelik biyomedikal uygulamalar i¢in avantajli olabilecek o6zellikler
sergilemektedir.

Bakteriden elde edilen PHB'in karakterizasyonu, FTIR teknigi kullanilarak
gerceklestirildi. Kontrol ve standart referans olarak ticari PHB kullanildi. Elde edilen
PHB ile standart arasinda belirgin bir fark gézlemlenmemistir. Sonug olarak, biyoplastik
tretiminde bakteri kullanimu, stirdiiriilebilir bir diinya i¢in yeni bir alternatif sunmaktadir.
Ayrica, biyopolimerlerin tip alaninda tiretimi ve kullanimi, petrol bazli plastikler yerine
umut verici bir ¢6ziim olarak 6n plana ¢ikmaktadir.

Nanofiberlerin XRD analizi sonucunda bakteriyel PHB oranindaki artis ve LL-37
ilavesi, kristallik derecesini azaltarak polimer zincirlerinin hareketliliini artirmakta; bu
durum, liflerin daha kolay ¢ekilmesine olanak tantyarak daha ince ¢apli nanofiberlerin
elde edilmesini saglamaktadir. TGA-DSC analiz sonucunda ise bakteriyel PHB katkisinin
islenebilirligi artirdig1, ancak buna karsin kristallik ve 1s11 dayanim 6zelliklerinde belirgin
bir azalma meydana getirdigi goriilmektedir.

Nanofiberlerin 1slanabilirlik testinde (WCA) ise bakteriyel PHB orami arttikca
hidrofilik 6zelliginin arttigin1 nanofiberlerin iizerinde damlaciklarin temas agilar

Olgiilerek karar verildi. %0, %25 ve %50 PHB/Kolajen nanofiberleri su temas agisi
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sirastyla  116.6°, 47.1° ve 46.1° o6lgiildi. Bu nedenle, elde edilen sonuglar,
PHB/Kolajen/LL-37 nanofibroz iskelelerin gelistirilmis hidrofilik 6zelliklerinin, yara
ortiileri gibi ¢esitli biyomedikal uygulamalarda potansiyel kullanimini destekledigini
gostermektedir. Ote yandan yara sargis1 malzemelerinin, yara ile temas eden yiizeyinin
hidrofilik 6zellik tasimasi, hiicrelerin sargi yiizeyine yapismasini kolaylastirmakta ve
boylece yara kapanma ve iyilesme siirecini hizlandirmaktadir.

Hiicre kiiltiirti analizlerinde %0, %25 ve %50 bakteriyel PHB/Kolajen ve LL-37
ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen nanofiberleri 1.929 fibroblast hiicre hatt1 iizerinde
sitotoksisite analizi yapildi. Her iki tiirdeki nanofiberlerde hicbir toksik etki goriilmedi.
Hiicre proliferasyonlar1 %70 {izerinde analiz edildi. HS2 hiicre hattinda ise ¢izik testi
uygulandi. Cizik testi sonucunda ise LL-37 ile islevsellestirilmis PHB/Kolajen
nanofiberlerin hiicre iizerindeki ¢izik boyunu %15-30 daha hizli kapattig1 goriildii. In
vitro biyobozunurluk sonucunda fiber ¢apmnin en ince oldugu %50 bakteriyel
PHB/Kolajen nanofiberinin %50 oraninda daha fazla biyobozunur oldugu goriildii.

%0, %25 ve %50 PHB/Kolajen/LL-37 nanofiberlerinin FESEM goriintiilerinde
bakteriyel PHB oranmi arttik¢ca nanofiberlerin fiber ¢aplarinin azaldigi gozlemlendi. Bu
ince nanofiberler, yara iyilesmesi ve doku yenilenmesi gibi biyomedikal uygulamalar i¢in
avantaj saglayabilecek Ozellikler sergilemektedir. FESEM goriintiilerinde LL-37
antimikrobiyal peptit bulunmayan nanofiberlerle LL-37 antimikrobiyal peptit bulunan
nanofiberler karsilastirildiginda LL-37 peptid immobilizasyonundan sonra PHB/Kolajen
nanofiberlerinin ylizey morfolojisinin degistigi gozlendi. PHB/Kolajen nanofiber
ylizeyinde onemli farkliliklar goriildii ve LL-37 peptidinin biyobozunur nanofiber
ylizeyine basarili bir sekilde yerlestirildigi tespit edildi. LL-37 antimikrobiyal peptidin
nanofiberdeki varligi Mikro BCA salim testiyle de kanitlandi.

FESEM ve konfokal mikroskopta L929 ve HS2 hiicre hatlarinin PHB/Kolajen
nanofiber yiizeyine tutunmasi goézlemlendi. Nanofiber ylizeyinin toksik bir etkisinin
olmadig1 ve biyouyumlu oldugu anlasildi. In vitro antibakteriyel test sonucunda ise
Staphylococcus aureus (ATCC 29213) ve E. coli (ATCC 25922) bakteri suslari
kullanilarak LL-37 antimikrobiyal peptidin antibakteriyel etkinligi degerlendirildi. LL-37
antimikrobiyal peptit ile islevsellestirilmis nanofiberlerin bakteri suslarinin iizerinde
etkili oldugu ve antibakteriyel etkinlik gosterdigi tespit edildi. Bu arastirma,
biyopolimerlerin tibbi uygulamalarda kullanimina iligkin 6nemli bilgiler saglamakta ve
bakteriyel kaynaklt PHB'nin {istlin biyouyumlulugunu, yara iyilesmesindeki etkinligini

ve LL-37'nin antimikrobiyal aktivitesini vurgulamaktadir.
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5.2. Oneriler

e LL-37 antimikrobiyal peptidin antibakteriyel etkinligi, daha genis
antimikrobiyal spektrumda denenebilir.

e In vitro olarak yapilan arastirmalar 3-boyutlu doku modellerinde veya in
vivo ¢alismalar ile desteklenebilir.

e PHB/Kolajen yara ortiisii prototipi ticari olarak deger kazandirilabilir.

e LL-37 antimikrobiyal peptidin nanofiberden daha uzun siireli salim1 igin
katman katman birlestirme teknigi kullanilarak uzun siireli salimi

saglanabilir.
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