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OZET

Poli (Laktik Asit-Ko-Glikolik Asit) (PLGA), Giimiis ve Tar¢in Emdirilmis PLGA
Nanofiberlerin Yara lyilesmesi Uzerine Etkisi: Deneysel Bir Calisma

Dr. Zikrullah Baycar
Uzmanlhk Tezi
Konya

Amag: Yara iyilesmesi tibbin ¢6ziim bekleyen konularindan biridir. Yara iyilesmesini
hizlandirmak i¢in gegmisten gliniimiize bir¢ok {iriin kullanilmistir. Ancak ideal yara ortiisiine
ulagma ¢abalar1 devam etmektedir. Miithendislik ve teknolojinin geligsmesi ile liretilen
nanomalzemeler, genis temas yiizeyi saglamalar1 ve bircok madde veya faktor ile kombine
edilmeleri nedeniyle yara iyilesmesi i¢in ideal yara Ortiisii calismalarinda popiiler hale
gelmektedirler. Bu calismada giimiis nanopartikiiller ve targin 6ziitii ile kombine edilen Poli
(Laktik Asit-Ko-Glikolik Asit) (PLGA) nanofiberlerin yara iyilesmesine etkisi incelenmistir.

Yontem: Bu ¢alismada 24 adet sican her birinin sirt bolgesinde 2 cm? boyutunda ikiser adet
eksizyonel yara olusturularak 6’sarl gruplar halinde 4 gruba ayrilmistir. Grup 1°de yara
pansuman yapilmadan takip edilirken, grup 2°de PLGA+AgNp+Tar¢in (¢AgNP/PLGA), grup
3’te saf PLGA, grup 4’te PLGA+AgNp (AgNP/PLGA) nanomalzemeler kullanilmistir.
Yaralar 0., 3., 7., 14. ve 21. Glinlerde fotograflanarak makroskobik agidan degerlendirilmistir.
7., 14. ve 21. Giinlerde 6’sar adet yaradan biyopsiler alinarak Hematoksilen&Eozin(H&E)
boyama ile epitelizasyon, inflamasyon siddeti ve tipi, CD-31 boyamada vaskiilarizasyon, CD-
68 boyamada histiosit ve multiniikleer dev hiicre yogunlugu ve MassonTrikrom (MTK) boyali
lamlarda fibroblast proliferasyonu agisindan degerlendirme yapilmaistir.

Bulgular: Makroskobik degerlendirmede 14. ve 21. giinlerde grup 2 ve grup 4’te yara
iyilesme orani anlamli olarak grup 1 ve grup 3ten yiiksek bulundu (p<0,05). 21. giin sonunda
grup 2’de ii¢ adet, grup 4’te iki adet yara tam olarak kapandi. Histopatolojik incelemede Grup
2 ve Grup 4’1in grup 1 ve grup 3’e gore daha hizli epitelize oldugu ve anjiogenezisin daha
fazla oldugu goriildii (p<0,05). 14.glinde grup 3 inflamasyon siddetinin grup 1’e gore anlaml
olarak daha siddetli oldugu saptandi (p<0,05). 21. Giinde histiosit ve multiniikleer dev hiicre
yogunlugu saf PLGA grubunda eAgNP/PLGA ve kontrol grubuna gore anlamli olarak daha
yiiksek bulundu (p<0,05).

Sonug: Tar¢in 0zitii ile indirgenmis yesil sentez metodu ile iiretilen, giimiis nanopartikiillerin
katkilandig1 PLGA nanofiberlerin anjiogenezisi artirarak epitelizasyonu hizlandirip yara
tyilesmesini histopatolojik ve makroskobik agidan olumlu etkileyecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Enkapsiile Giimiis Nanopartikiil, PLGA Nanofiber, Tar¢in, Yara
Tyilesmesi
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ABSTRACT

The Effect of Nanofibers Containing Poly (lactic acid-KO-glycolic acid) (PLGA), Silver
and Cinnamon on Wound Healing: An Experimental Study

Dr. Zikrullah BAYCAR
Master Thesis
Konya

Objective: Wound healing is one of the outstanding issues of medicine. Many products have
been used for years to accelerate wound healing. However, seeking for the ideal wound
dressing has not ended. With the development of engineering and technology, nanomaterials
have become more popular as wound dressing material that are used in wound healing studies,
thanks to the fact that they provide large contact surfaces and are combined with many
substances or factors. In this study, the effect of Poly (Lactic Acid-Co-Glycolic Acid) (PLGA)
nanofibers, which were combined with silver nanoparticles and cinnamon extract, on wound
healing was investigated.

Method: In this study, 24 rats were divided into 4 groups, each compsed of 6 rats, by creating
two excisional wounds in the size of 2 cm? on the dorsal region of each. While the wound was
followed without dressing in group 1, PLGA+AgNp+Cinnamon (eAgNP/PLGA)
nanomaterials were used in group 2, pure PLGA was used in group 3, and PLGA+AgNp
(AgNP/PLGA) were used in group 4. Wounds were photographed and evaluated
macroscopically on the days 0, 3, 7, 14 and 21. After skin biopsies were taken from each of 6
wounds on the 7th, 14th and 21st days; epithelialization and the severity and type of
inflammation were evaluated from Hematoxylin&Eosin (H&E) stained specimens.
Vascularization was evaluated from CD-31 stained specimens. Histiocyte and multinuclear
giant cell density were evaluated from the CD-68 stained and fibroblast proliferation was
evaluated from the Masson's Trichrome (MTK)stained slides.

Result: In the macroscopic evaluation on the 14th and 21st days, the wound healing rate in
group 2 and group 4 was found to be significantly higher than group in 1 and 3 (p<0.05). At
the end of the 21st day, three wounds in group 2 and two wounds in group 4 were completely
healed. In the histopathological examination, it was observed that the wounds in Group 2 and
Group 4 epithelialized faster than the wounds in group 1 and group 3 and angiogenesis was
higher, as well (p<0.05). On the 14th day, the severity of inflammation in group 3 was found
to be significantly more severe than group 1 (p<0.05). On day 21, histiocyte and multinuclear
giant cell density were found to be significantly higher in the pure PLGA group than in the
eAgNP/PLGA and control groups (p<0.05).

Conclusion: We think that the PLGA nanofibers which were produced by using the green
synthesis method that reduced by cinnamon extract and were enriched with silver
nanoparticles will increase angiogenesis, accelerate epithelialization and positively affect
wound healing histopathologically and macroscopically.

Keywords: Cinnamon, Encapsulated silver nanoparticles, PLGA nanofibers Wound healing
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1. GIRIS VE AMAC

Yara; fiziksel, kimyasal veya biyolojik bir yolla doku biitiinliigiiniin bozulmasidir.
Organizmanin yara olusumuna verdigi tepki yara lokalizasyonuna gore bazi farkliliklar icerse
de siire¢ benzerdir. Bu karmasik siireci anlamaya ve yonlendirmeye ¢aligsmak tibbin ana

konularindan biri olmaya devam etmektedir.

Organizma, yara olustuktan sonra yara bdlgesine 6zgii yanitlarla beraber sistemik bir
stireci aktive etmektir. Bu yanitin yara bolgesine etkisini inceleyen kutandz yara iyilesmesi
modellerinde; hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve re-modelling basamaklarinin i¢ ice
gectigi karmasik bir fizyolojik siire¢ karsimiza ¢ikmaktadir (1). Bu siirecin en uygun

kosullarda gerceklesmesi i¢in bir¢ok medikal tedavi uygulanmaktadir.

Yara bakim malzemeleri ge¢misten beri kullanilmaktadir. Kliniklerde en ¢ok
kullanilan geleneksel yara ortiisii gazli bezdir. Nemli ortamin yara iyilesmesini olumlu yonde
etkiledigi bulunduktan sonra nemli ortam saglarken fazla sivinin absorbe edilmesini
saglayacak yara bakim iirtinleri gelistirilmeye devam etmektedir (2). Hidrojeller,
hidrokolloidler, kopiik pansumanlar ve alijinatlar bu amaglarla kullanilan iirinlerden
bazilaridir. Son zamanlarda ise amag sadece yara Ortiisli saglamak degil ayn1 zamanda yara
bakim malzemesinden ortama salgilanacak faktdrler ile yara iyilesmesinin hizlandirilmasidir.
Ozellikle sekonder iyilesmeye birakilan yaralarda, enfeksiyona sebep olabilecek patojenlerin
uzaklastirilmasi ve hastayi rahatsiz eden pansuman degisim sikliginin azaltilmasi

hedeflenmektedir.

Uygun yara bakim malzemesi i¢in nanofiberler gelistirilmektedir. Yara ortiilerinin
amaci yara kaynakli stvinin emilmesini saglayarak mikroorganizmalar i¢in uygun ortamin
olusmasini engellemek, yara bolgesini dis etmenlerden korumak, yara iyilesmesi i¢in gerekli
ortam1 saglamak ve goriintiiyli iyilestirmektir. Nano boyutlu yapis1 sayesinde ¢ok kii¢iik
organizmalarin yaraya ulasmasini engelleyebilir. Elektro-egrilmis nanofiberler morfolojik
ozellikleri sayesinde yara sivisinin emilimini artirirken ayn1 zamanda yara ortaminda su
buharini tutarak yaralanmis bélgenin nemli kalmasini ve oksijen gegirgenligi sayesinde ise
yaranin hava almasini saglar. Bu sayede yaranin daha hizli iyilesmesi i¢in uygun ortami
olusturur (3). Nanofiberlerin i¢ine yara iyilesmesini hizlandiran biyoaktif molekiiller veya
metalik iyonlar eklenebilir (4). Kullanilan iyonlardan biri olan glimiis, solunum enzimlerini ve
elektron tasima sistemini bozarak ayrica DNA aktivitesini devre dis1 birakarak
mikroorganizmalar1 yok eder (5). Bu 6zellikleri nedeniyle giimiis iyonu, uzun siireden beri

yara enfeksiyonlarinin tedavisinde kullanilan 6nemli bir yardimcidir.

1



Bu caligmada tarcin 6ziitii eklenerek yesil sentez metodu ile indirgenmis en kapsiile
giimiis nanopartikiil ve PLGA nanofiberlerin yara iyilesmesine etkisi deneysel bir ¢alismada

arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Derinin Yapisi

Deri, iskelet sisteminden sonra viicudumuzdaki en genis organdir. Derinin baglica
gorevleri; dokunma, agri, basing gibi duyularini alarak viicudun dis ortam ile iletisimi
saglamak, viicut 1sisin1 diizenleyerek dengeyi saglamak, salgi iiretmek, viicudu fiziksel ve
kimyasal travmalardan korumak ve mikroorganizmalarin viicuda girmesini engelleyerek
viicudun ilk savunma bariyerini olugturmaktir (6). Deri epidermis, dermis ve hipodermis

seklinde 3 tabakadan olusur.

2.1.1. Epidermis

Epidermis, siirekli yenilenen ve kan damari igermeyen dinamik bir tabakadir.
Organizmay1 dehidrasyondan, mekanik travmadan ve mikrobiyal saldirilardan korumak igin
organizma ile ¢evresi arasinda dnemli bir bariyer olusturan olduk¢a organize bir
dokudur. Memeli epidermisi dort farkli boliime (en igten en disa dogru) ayrilir: stratum bazale
(bazal), stratum spinosum, stratum granulosum ve stratum korneum (7). Yara iyilesmesinde
epidermal iyilesmeden primer sorumlu hiicreler olan keratinositler epidermis tabakasinda
bulunur (8). Ayrica bu tabakada langerhans hiicreleri, merkel hiicreleri ve melanositler

bulunur.

2.1.2. Dermis

Dermis, bazal membran ile epidermisten ayrilan derinin mezenkimal
bilesenidir. Dermisin bilesimi esas olarak liflidir ve epidermis ile karsilastirildiginda daha az
hiicre icerir. Hem kollajen hem de elastik lifler iceren dermisin bilesenleri arasinda,
hyaluronik asit, proteoglikanlar ve glikoproteinler gibi glikozaminoglikanlar hiicre dis1
matriksi olusturur. Dermisin bag dokusunda yara iyilesmesi i¢in kritik 6neme sahip
fibroblastlar, makrofajlar, adipositler, mast hiicreleri, schwann hiicreleri ve kok hiicreler dahil
olmak iizere bir¢ok hiicre tipi bulunur (9). Dermis, papiller ve retikiiler tabaka olarak
adlandirilan yapisal olarak farkli iki tabakadan olusur. Papiller dermis, daha ytiksek hiicre
yogunlugu (10) daha yiiksek proteoglikan igerigi (11)ve kollajen liflerinin daha zayif
hizalanmasi (12) ile retikiiler dermisten farklidir. Retikiiler dermisin ekstraseliiler matriksi
(ECM) daha belirgin bir yapiya sahiptir: kollajen demetleri, elastin iplik¢ikleriyle birlikte
diizenli bir ag olusturan yogun lifler halinde diizenlenir (13). Fibroblastlar (FB) dermiste en
bol bulunan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin karakteristik bir 6zelligi, ECM'yi sentezleme ve
yeniden modelleme yetenegidir. Yeniden sekillenme, parcalayicit metalloproteinazlarin ve
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bunlarin inhibitorlerinin sentezi ile desteklenir. Kollajen 1 sentezleme yetenegi, FB'lerin ana
ve birlestirici tipik 6zelligidir (14). Yara iyilesme siirecinde hiicrelerin etkilesimi ve
haberlesmesi i¢in gerekli olan biiyiime faktdrlerini dermiste bulunan fibroblastlar salgilar

(15).

2.1.3. Hipodermis

Hipodermis veya derinin subkutandz tabakasi, retikiiler dermisin altinda bulunur ve
daha gevsek bir bag dokusundan olusur (16). Cinsiyet ve beslenme durumuna gore viicudun
farkli bolgelerinde degisken kalinlikta olup bazi hormonlarin doniistimiinde rol alir. Viicudun
181 izolasyonunda ve fiziksel darbelerin emilmesinde gorev alir ayica dnemli bir enerji

deposudur (17).

2.2. Yara lyilesmesi Tipleri

Onarim sekli ve zamanina gore yara iyilesmesi; primer, sekonder ve tersiyer olarak

iice ayrilir.

Primer yara iyilesmesi, yaralanmadan sonraki ilk 24 saat i¢inde cerrahi dikis, doku
yapistiricilar: veya bantlar ile yara kenarlarinin yaklastirildigi yaranin iyilesme seklidir. Epitel
ve bag dokusu kayb1 minimaldir. Iyilesme esas olarak rejenerasyon ile olur. Yara kenarlart
arasindaki dar mesafe pihtilasmis kan ile dolar ve graniilasyon dokusunun iizerinde epitel

dokusu olusmaya baslar (18).

Sekonder yara iyilesmesi; yara kenarlarinin herhangi bir yolla yaklastirilmadig: ve
yaranin spontan iyilesmeye birakildigi tiptir. Doku kaybinin fazla oldugu bu yaralanmalarda
yaranin epitelize olmasi daha uzun siirer. Inflamatuar cevabr siddetlendiren doku ve hiicre
artiklar fazladir, uzun siiren iyilesme siirecinde doku kontraksiyonu ihtimali artar. Yaranin
iyilesme siiresini; sistemik durum, enfeksiyon durumu, yara ortami, yaranin derinligi ve yara

kenarlarinin birbirinden uzakligi belirler (18).

Tersiyer yara iyilesmesi; gecikmis primer yara iyilesmesi olarak tanimlanabilir. Primer
onarim planlanan ancak dokuda yabanci cisim, enfeksiyon riski, siddetli 6dem veya sistemik
faktorler nedeniyle onarimin geciktirildigi iyilesme tipidir. Enfeksiyon, yabanci isim ve
nekroze dokular elimine edildikten sonra graniilasyon dokusunun olugmasi beklenir. Dogru
pansuman yontemi siireci olumlu etkiler. Yara ortam1 uygun oldugunda yara kenarlari siitiirler
ile yaklastirilarak onarim tamamlanir. Sonug olarak enfeksiyon, eksuda ve 6demin azaltilmasi

i¢in siire taninmis olur (19).



2.3. Yara iyilesmesi Asamalan

Yara; fiziksel, kimyasal veya biyolojik bir yolla doku biitiinliigiiniin bozulmasidir.
Yara iyilesmesi; bir organizmanin, lokalizasyonu ister deride ister visseral organlarda olsun,
yaralanmalara kars1 verdigi sistemik ve lokal cevaplarin tiimiinii igerir. Kutandz yara
iyilesmesi; yaranin re-epitelize olmasi icin fibroblast, keratinosit, endotelyal ve inflamatuar
hiicrelerin etkilesim halinde oldugu, bir¢ok enzim ve biliyiime faktoriintin gorev aldigi
karmasik bir siiregtir (20). Yara iyilesme siireci, birbiriyle i¢ ice gegmis hemostaz-

enflamasyon, proliferasyon, matiirasyon-remodeling olarak ii¢ evreye ayrilir.

2.3.1. Hemostaz — inflamasyon Asamasi

Yara iyilesmesi hemostaz ile baslar. Hemostazin makroskopik belirtileri lokal doku
beyazlamasi, piht1 olusumu ve kanamanin durmasidir. Hiicresel diizeyde, hemostazin en
onemli aracilari fibrin, trombositler ve kan damarlaridir. Trombositler yaralanma bdlgesine
gelerek hasar goren hiicrelerden agiga ¢ikan pihtilasma faktorleri yardimiyla birbirine ve
damar duvarindan aci8a ¢ikan kollajen liflere tutunur, trombosit tikaci olusarak hemostaz
saglanir. Bu bilesenlerin yara iyilesme siirecindeki rolleri, kan akisi durdugunda sona
ermez. Aksine, her biri yara iyilesmesi siireci boyunca karmagik ancak senkronize ve
tekrarlanabilir bir olaylar zincirine katilir. Pithti, kurumus kandan daha fazlasidir. Sadece
hemostaza katkida bulunmakla kalmaz ayni1 zamanda inflamatuar hiicreler, fibroblastlar ve
biiylime faktorleri i¢in gecici bir kafes gérevi goren canli, dinamik bir protein ve hiicre

matrisini temsil eder (21).

Fibrin, fibrinojenin trombin tarafindan proteolitik bolinmesiyle iiretilir. Coziinmeyen
fibrin monomerleri, faktor XIII ile ¢apraz baglanir ve fibrin, bir piht1 olusturmak icin
dogrudan trombositlere baglanir (22). Son ¢aligmalar, uygun hiicresel gé¢ ve hiicre dis1 matris
(ECM) iiretimi igin fibrinin gerekliligini daha da gdstermistir. Ornegin fibrin, monositler ve
notrofiller lizerinde bulunan bir reseptor olan integrin CD 11b/CD 18'i baglayarak

enflamatuar faza katilir (23).

Trombositler, glikoprotein Ib ve proteazla aktive olan reseptor (PAR)-1 ve -4
aracilifiyla trombin tarafindan aktive edilir (22). Trombosit graniilleri, yara iyilesmesinin tim
evrelerine katilan biyolojik olarak aktif proteinler i¢in rezervuar islevi gériir. Ornegin alfa
graniilleri, P-selektin, fibrinojen, albiimin, faktér V ve erken piht1 ve matris olusumuna
yardimei1 olan diger proteinleri icerir (24). Trombositler trombosit kaynakli biiytime faktoriini

(PDGF), dontistiiriicti biiytime faktorii-p (TGF-B) ve epidermal biiyiime faktoriinii (EGF)



serbest birakir (25). PDGF, makrofajlar ve fibroblastlar icin kemotaksis, makrofaj
aktivasyonu, fibroblast mitojen ve matris tiretimi ve anjiyogenezde rol oynar (26) (27). TGF-
B'ler keratinosit gogii, makrofajlar ve fibroblastlar i¢cin kemotaksi ve fibroblast matris sentezi
ve yeniden sekillenmesinde rol oynar ( (28), (29)). EGF, keratinosit gocii ve replikasyonunda
rol oynar (30).

Inflamasyon asamas1 makroskopik olarak, iltihaplanma, kilcal damar genislemesi ve
artan gecirgenligin sonucu olan eritem, 1s1, sislik ve agr1 ile kendini gdsterir. Bu vaskiiler
degisiklikler nihayetinde kan damarlari ile yara arasindaki “kapilar1 agar” ve serum
proteinlerinin yara bdlgesine ekstravazasyonunu kolaylastirir. Polimorfoniikleer hiicreler
(PMN'ler), kutandz yara bolgesine ulasan ilk inflamatuar hiicrelerdir (31). Notrofiller yaradaki
bakterileri ve/veya yabanci cisimleri uzaklastirir ve ardindan makrofajlara farklilagan
monositler tarafindan takip edilir (32). Makrofajlar yabanci organizmalari, partikiilleri ve 6l
notrofilleri fagosite ederken, ayni zamanda TGF-B ve diger sitokinleri serbest birakirlar ve

bdylece fibroblastlarin ve epitel hiicrelerinin yaraya hareketini uyarir (33).

2.3.2. Proliferasyon Asamasi

Proliferasyon asamasinda fibroblast gocii, graniilasyon dokusunun olusumu, re-
epitelizasyon ve yara kontraksiyonu goriiliir. Bu evredeki en 6nemli hiicre olan fibroblastlar;

makrofajlar ve yanindaki ECM’in salgiladiklar1 sitokinler ile go¢ ederek aktive olurlar.

Fibroblastlar, "fabrika" ve "makine" gibi ikili rolleri géz 6niine alindiginda, yara
iyilesmesinde rol oynayan en 6nemli mezenkimal hiicrelerdir. Fabrikalar olarak fibroblastlar,
nihayetinde gecici fibrin bazli matrisin yerini alan kollajen bazlt ECM'yi tiretir. "Makine"
olarak fibroblastlar, kasilma 6zellikleri araciligryla yara kenarlarinin birbirlerine yaklasmasini

saglar (24).

Yaralanmadan yaklasik 4 giin sonra gegici ECM, graniilasyon dokusu ile yer
degistirmeye baglar (34). Graniilasyon dokusu, yaraya go¢ eden yeni damarlardan
(anjiyogenez/neovaskiilarizasyon), fibroblastlarin ve dermal matriks birikiminden

(fibroplaziler) olusur. Endotel hiicreleri anjiyogenezde en 6nemli rolleri oynar (35).

Re-epitelizasyon sirasinda meydana gelen morfolojik degisiklikler, tiim kalinti
seklindeki 6lii dokunun temizlenmesi ve graniilasyon dokusu tlizerinde saglam epidermisin
yeniden kurulmasini igerir. Yeniden epitelizasyon siireci ilerledikge, graniilasyon dokusu
boyunca kama seklinde bir keratinosit kiitlesi hareket eder. Kamanin 6n kenarinda, arkasinda

tabakali bir ¢ogalan keratinosit tabakasi birakan go¢ eden keratinositler bulunur. Bu siireg,
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yaranin karsit taraflarindaki keratinositler yeniden temas kurana kadar devam eder. Yara
kenarinda ve kil folikiillerinin dibinde bulunan keratinositler re-epitelizasyonda gorev alirlar

(36).

Yara kontraksiyonu, ¢cevre dokularin yaraya dogru ¢ekilmesidir. Yara kontraksiyonu
ilk yaralanmadan yaklasik 4 ila 5 giin sonra baslar ve yara iyilesme ortamina bagli olarak
yaklasik 2 hafta devam eder. Primer onarilmis ve gerginlik olmayan yaralarda minimum
kontraksiyon goriiliir. Sekonder iyilesen yaralarda ise re-epitelizasyon ile yeni doku olusurken
ayni1 zamanda kontraksiyon ile yara boyutu kiigiiliir. Bu sayede yara daha hizli kapanir ve
daha az skar dokusu olusur. Sekonder iyilesmede yara kenarlar1 yaklasik 0,6 ila 0,75 mm/g
hizinda birbirine dogru hareket eder (31). Bu hareketi saglayan hiicreler, fibroblastlarin
graniilasyon dokusunun degisimi sirasinda sitoplazmik mikrofilament demetleri sunarak diiz

kas hiicresi 6zellikleri kazanmasiyla “miyo-fibroblast™ olarak isimlendirilen hiicrelerdir (37).

2.3.3. Yeniden Sekillendirme Asamasi

Yeniden sekillendirme asamasi, yara iyilesmesinin en uzun siiren kismidir ve 21 giin
ile 1 y1l arasinda devam ettigi diisiiniilmektedir. Yara dokusu yeterli graniilasyon dokusu ile
dolduktan ve re-epitelizasyon tamamlandiktan sonra yeniden sekillendirme agamasi baglar.
Proliferasyon asamasinda fibroblastlar tarafindan iiretilen tip III kollajenler, yeniden
sekillendirme agsamasinda tip I kollajen ile yer degistirirler. Tip III kollajenin yavas
degreasyonu, makrofaj, fibroblast ve endotel hiicrelerinin salgiladig1 matriks

metalloproteinazlari tarafindan diizenlenir (38).

Zamanla yara kalinlig1 azalirken yara mukavemetinin artmasi arasindaki ters iligki,
oncelikle kolajen bazli ECM'nin yeniden sekillenmesi ile saglanir. Bu yeniden sekillenme
stireci, kolajen iiretimi, kolajen yikimi ve kolajen yeniden sekillenmesi arasindaki bir dengeyi
temsil eder. Fibroblastlar tarafindan net kolajen {iretimi, yaralanmadan sonraki yaklagik 21.
giine kadar artar, ardindan kolajen sentezi orani diiser ( (31), (39)). Artan ECM kollajeni,
otoregiilasyon ile fibroblastlari uyararak kollajen sentezini azaltirken ayrica Interferon-y ve
TNF-a’da kollajen sentezini azaltmak i¢in fibroblastlar1 uyarir ( (40), (41)). Kollajen icerigi
yaklagik olarak 21. glinde maksimum olmasina ragmen, bu noktada yara giicii normal
dermisin sadece %20'si civarindadir. ilk yaralanmadan 6 hafta sonra, blge uzun vadeli
giicliniin yaklasik %80 ila %90'ina sahiptir. Uzun vadeli yara gerilim giicli hi¢cbir zaman
yaralanmadan dnceki seviyeye ulasamaz ve yaralanmadan 6 ay sonra temel seviyenin sadece

yaklasik %80'ine ulasir ( (31), (24)).



Kollajen yikimi 6ncelikle MMP ve TIMP {iretimi ve aktivitesine atfedilir. MMP-2,
TIMP-2 ve MMP-7'nin artan mRNA seviyeleri, ECM yeniden sekillenmesinin erken
evrelerinde gosterilmistir (42). Bu nedenle, uygun yara olgunlagsmasi i¢in MMP'lerin ve
TIMP'lerin spesifik kombinasyonlarinin siki bir sekilde koordine edilmis ekspresyonunun
gerekli olabilecegi goriilmektedir. Bu diizenlemeye kismen TGF-f, PDGF, IL-1 ve Cyr61
aracilik ettigine inanilmaktadir ( (43), (44)).

Yara iyilesmesinin bagslarinda iiretilen tip III kollajen, yaralanmamis bolgedeki
kollajene gore daha incedir ve deriye paralel olarak yerlestirilmistir. Zamanla, tip I kolajen
orani artarken tip III kolajen, proteoglikan ve su oraninda azalma olur. Yara iyilesmesinin
baslarinda, geligigiizel bir sekilde diizenlenis olan kollajen fibrilleri erken yaralarin neden
nispeten yiiksek kolajen seviyelerine ragmen nispeten diisiik gerilme mukavemeti ile
karakterize edildigini kismen agiklar. Zamanla, fibriller, cilt iizerindeki fizyolojik olarak ilgili

stres kuvvetlerine kars1 giicii en {ist diizeye ¢ikaracak sekilde daha organize hale gelir (39).

Skarin yeniden sekillendirme islemi, skar dokusu olgunlasana kadar yillarca siirebilir.
Yara izleri olgunlastik¢a daha az kirmizi olurlar. Bu degisiklik, zamanla yara igindeki kilcal
damarlarin yogunlugundaki azalma nedeniyle olur. Geng yaralar nispeten yliksek diizeyde
kapiler yogunluk iceren graniilasyon dokusu igerirken, olgun yaralar daha az
vaskiilerdir. Trombospondin 1 ve digerleri dahil olmak iizere ¢esitli antianjiyogenik aracilar
bu degisiklikte rol oynayabilir ( (45), (46)). Skar dokusu genelde olgunlastiktan sonra
hiopigmente olur ancak koyu renkli kisilerde veya giinese maruz kalan skarlarda

hiperpigmentasyon goriilebilir (47).

2.4. Yara lyilesmesini Etkileyen Faktorler

Yara iyilesmesini etkileyen sistemik ve lokal bir¢cok faktor vardir. Bu faktorlerden bazilari
sunlardir:

Lokal Faktorler

Enfeksiyon: Biitiin kutandz yaralar kontaminedir. Yara dokusunda bulunan gram
basina 10° sayidaki bakteri enfeksiyon tanis1 koydurur. Enfeksiyon, uzun siireli ve siddetli
inflamasyona, serbest radikallerin artmasina, biiyiime faktorlerini yikarak matriks
bilesenlerinin diizgiin bir sekilde dizilmelerini engelleyen proteazlardan zengin psddoeskar

olusumuna sebep olur (48).

Doku Perfiizyonu: Yara iyilesmesinde hipoksinin rolii iyi bilinmektedir. Oksijen ve

diger besinlerin kapillerden hiicrelere ulagmasi i¢in yaklasik 60 — 70 um’lik bir mesafeyi
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gecmeleri gerekmektedir. Bu ylizden diflizyon mesafesini artiran veya engelleyen her sey

hipoksik bir ortama sebep olur (48).

Basi ve Odem: Yumusak doku Kiitlesinin %80’i sudur. Basi plazmanin
ekstravazasyonunu artirarak 6deme sebep olur. Dis basincin kapiller basinci astigi durumlarda

kapiller perfiizyon bozulur ve iskemi meydana gelir (49).

Yabanci Cisimler ve Nekroze Dokular: Yabanci cisimler ve 6lii dokular inflamasyon

siirecinin uzamasina ve enfeksiyona sebep olarak yara iyilesmesini bozarlar (50).
Sistemik Faktorler

Yas: Yas ilerledikce iyilesme hiz1 hafif bir sekilde azalmaktadir. Bunun sebeplerinden
bazilari; yash fibroblastlarin fonksiyonlarinda azalma ve endotelyal hiicrelerdeki yaslanma,
biiyiime faktorlerinde azalma, hipoksiye kars1 azalmis stres cevabi, kollajen liretiminde
azalmadir. Yagh hiicreler, molekiiler diizeyde diyabetli ve radyasyonlu yaralardaki hiicrelere

benzemektedir (48).

Diyabet: Diyabet hastalarda goriilen noropatik iilser, bast nekrozu, fonksiyonel
mikroanjiyopati gibi faktorlere baglidir. Diyabetik arteriollerinde anatomik anormallik
goriilmese de iskemiye yanitta gerekli olan angiogenez ve vazodilatasyondaki sorunlar
mikroanjiopatiye sebep olur (48). Kilcal damarlarin ve arteriyollerin bazal membraninin
kalinlagmasi diyabetli bireylerde siklikla meydana gelir, bu da yara iyilesmesinin bozulmasina
ve kalic1 iilser olusumuna neden olur (51). Ayrica kronik hiperglisemi yara iyilesmesinde

etkili olan keratinosit gibi bir¢ok hiicrenin fonksiyonlarinin azalmasina sebep olmaktadir (52).

Steroidler: Steroid alan hastalar, bagisiklik sistemi baskilandig: i¢in enfeksiyona

yatkin olup, anjiogenezis, kollajen birikimi ve hiicre proliferasyonunda azalma goriiliir (48).

Malnutrisyon: Makrobesinler olan protein, karbonhidrat ve yaglarin uzun siireli
yetersiz alimi yara iyilesmesini bozabilmektedir. Normal saglik ve fizyolojik fonksiyonlar i¢in
gerekli olan en az 20 vitamin tiirii madde ve 16 mineral ve eser element vardir. Bunlarin fazla
miktarda olmasi toksik etkiye sebep olurken yetersiz alinmasi da yara iyilegsmesinde
bozulmaya sebep olur (53). A vitamini eksikligi kollajen sentezini ve ¢apraz
baglanmay1 geciktirir ve re-epitelizasyon kollajen stabilitesini azaltir ve enfeksiyona
yatkinlig1 artirir (54). B vitamini eksiklikleri yara iyilesmesini bozabilir ve bir¢cogu cilt
belirtileri olan gesitli bozukluklarla iliskilidir. Ozellikle, tiamin , azalmis yara gerilme
mukavemeti ile iligkilidir (55). C vitamini , kolajen sentezinde ve olgun kolajenin ¢apraz

baglanmasinda lizin ve prolinin hidroksilasyonunda énemli bir kofaktordiir , bu da daha fazla
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gerilme mukavemeti yaratir (56). Iskorbiite ek olarak, C vitamini eksikligi kollajen sentezinde
bozulmaya, zay1f yara iyilesmesine ve artan yara enfeksiyonu insidansina yol acar (57). E
Vitamini , serbest oksijen radikallerini notralize eden ve boylece doku hasarin1 6nleyen giiglii
bir antioksidan aktiviteye sahip yagda ¢6zilinen bir vitamindir. E Vitamini hiicresel
sinyallesmeyi , gen ekspresyonunu ve metisiline direngli Staphylococcus aureus yara
enfeksiyonunun énlenmesini modiile eder, boylece yara iyilesmesini etkiler (58). K
vitaminine bagimli pihtilasma proteinleri karacigerde sentezlenir ve bunlar yara

iyilesmesinin hemostaz asamasinda 6nemlidir. K vitamini eksikligi kanamaya, yara

onariminin bozulmasina ve enfeksiyona neden olabilir (59).

Bakar iyonlari: Yara onarim siirecinde yer alan 6nemli proteinlerin aktivitesini
diizenler. Bakir, tiim canli hiicrelerde temel bir eser elementtir ve yara izlerini giiglendiren

capraz baglanma reaksiyonlar1 da dahil olmak iizere ¢esitli enzim sistemleri i¢in bir

kofaktordiir (60).

Tiitiin Kullanimi: Sigara cilt dahil her organ sistemini olumsuz etkiler. Sigara igmenin
kutandz kan akigini azalttig1 ve mikrosirkiilasyonda kronik hasara neden oldugu, bdylece
doku oksijenasyonunu ve yara iyilesmesini tehlikeye attig1 bilinmektedir (61). Sigara ayrica
yaralara fibroblast go¢iinii engeller, aktivitelerini azaltir, fibroblast bodurlugunu indiikler ve

yara kenarlarinin kasilmasini engeller ( (62), (63)).

Kemoterapi: Kemoterap6tik ajanlar tercihen hizla boliinen hiicreleri hedef alsa da,
herhangi bir doku bu tedavilerden etkilenebilir: yara iyilesmesinde rol oynayan makrofajlar ve

fibroblastlar, kanser hiicreleri kadar bu etkilere karsi hassastir ( (64)).

Genetik Nedenler: Osteogenezis Imperfekta, Ehler Danlos Sendromu, Marfan’s
Sendromu ve Epidermolizis Biillosa gibi konnektif doku hastaliklarinda yara iyilesmesi

asamalarinda eksiklikler goriilebilir.

2.5. Yara Ortiileri

Yara iyilesmesine yardimei olmak i¢in iyilesmeye engel olan lokal ve sistemik
faktorlerin diizeltilmesi gerekmektedir. Lokal faktorleri diizeltmek i¢in gegmisten giiniimiize

bir¢cok malzeme kullanilmistir.

Yara iyilesmesi i¢in en geleneksel yaklasim pansuman kullanimidir. Eksudanin hazir
emilimi i¢in pansuman nemli olmali ve yaranin dis kisminda bir nem dengesi saglamalidir

(65). Yara iyilesmesi i¢in uygun ortami saglamak, eksliday1 emmek, iskele boyunca buhar
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aligverisine izin vermek, nemli kosullar1 korumak, mekanik destek saglamak ve daha fazla
bakteri kontaminasyonundan korumak i¢in farkli polimerik yara ortiileri olusturulmustur. Bu
tiir yara Ortiileri ayn1 zamanda antibiyotikler, antiseptikler, anti-inflamatuar ilaclar ve
biyomolekiiller gibi aktif ajanlari ileterek iyilesme siirecini tam iyilesmeye ulastirmak icin

kullanilmustir (66).

Gazli Bez: Geleneksel olarak yara bakiminda ilk tercihtirler. Yara bakimi agisindan
kuru pansuman kullaniminin travmatik ve inflamasyon yaratan 6zellikte oldugu kesfedilmesi

yeni pansuman malzemeleri gelistirilmeye ihtiya¢ duyulmustur (48).

Yari Gegirgen Pansumanlar: Yar1 gegirgen pansuman, nemin buharlagmasina izin
verir ve ayrica agriy1 azaltir. Bu pansuman ayrica ¢evresel kontaminasyonu 6nlemek i¢in bir
bariyer gorevi goriir. Yar1 gecgirgen pansuman nemi emmez ve diizenli kontrol

gerektirir. Ayrica yar1 gegirgen sargiy1 yerinde tutmak i¢in ikincil bir sargi gerektirir.

Hidrojeller: Nemli bir ortamda dokularin ve epitelin graniilasyonuna yardimci olan
yiiksek su igerigine (%70-90) sahip sentetik polimerlerden yapilmis ¢oziinmeyen ve hidrofilik
malzemelerdir. Ayrica ciltteki yaralarin 1sisim1 diigiirerek yatistirici ve serinletici bir etki
saglar. Bunlar kuru kronik yaralar, basi yaralari, nekrotik yaralar ve yanik yaralar1 i¢in
kullanilabilir. Bu pansumanlarin dezavantaji, eksiidanin birikmesi ve maserasyona ve

ardindan yaralarda kotii bir kokuya neden olan bakteri cogalmasina yol agmasidir (67).

Hidrokolloid Yara Ortiileri: Jel olusturucu malzemelerin (karboksimetilseliiloz, jelatin
ve pektin) elastomerler ve yapistiricilar gibi diger maddelerle kombinasyonundan olusur. Bu
pansumanlar nemi tutar ve ¢gikarilmasi agrisizdir (dolayisiyla pediatrik yas grubunda
endikasyonlar1 vardir). Kiigiik styriklar i¢in idealdirler ve kuru veya enfekte yaralarda

kullanilmazlar .

Kopiik Pansumanlar: Hidrofobik ve oklusiv bir ortii olan poliiiretandan yapilmistir.

Yaray1 nemli tutar, ¢ok eksudali yaralarda siinger gibi davranir ve yaray1 koruyabilir (48).

Kalsiyum Aljinat: Yaray1 nemli tutar, agriy1 azaltir ve bosluklar1 paketlemek i¢in
kullanilabilir. Ayrica hemostaz saglarlar ve fazla eksuday1 emebilirler. Aljinatlarin,
inflamatuar sinyalleri baslatan TNF-a {ireten makrofajlar1 aktive ederek iyilesme siirecini
hizlandirdig bildirilmistir. Enfeksiyon varliginda veya kuru yaralarda

kullanilmamalidir. Aljinati yerinde tutmak icin genellikle bagka bir pansuman gerekir (67).

Negatif Basingli Yara Ortiisii (NBYT): Yara i¢inde perdz bir siinger, iizeri hava

gecirmez bigimde sarilan pansuman ve buna uygulanan vakumdan olusan NBY Tedavisine
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atfedilebilecek etki mekanizmalari, kan akisinda bir artis, anjiyogenezin tesviki , belirli yara
tiplerinde yara ylizey alaninda bir azalma, yara sivisindaki inhibitor igerigin bir modiilasyonu

ve hiicre proliferasyonunun indiiklenmesidir (68).

2.6. Yara Bakiminda Nanomateryallerin Kullanimi

Modern yara ortiilerinde ilerleme olmasina ragmen ideal yara ortiisii gelistirmek icin
caligmalar devam etmektedir. Nanofiberler; uzunluk/cap orani ve yiizey alani/hacim orani
yiiksek, kiigiik ve ¢ok sayida gozenek yapisina sahip, ag yapisi olusturabilen yapilardir (69).
Tanimsal olarak ¢ap boyutu 1000 nm altinda olsa da yara Ortiisii i¢in genelde gézenek boyutu
500-1000 nm arasindadir. ( (70), (71)). Yara iyilesmesinde kollajen ve fibrin gibi protein bazl
biyomalzemeler; kitosan ve aljinat gibi polimerler; polietilengilikol, polilaktik asit,
polikaprolakton, gibi sentetik materyaller; altin, gliimiis ve ¢inko gibi metalik nanopartikiiller

calisilmistir (72)

2.6.1. Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA) Kullanimi

Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), polilaktik asit ve poliglikolik asit molekiillerinden
olusan amorf ve biyolojik olarak parcalanabilen bir kopolimerdir. Parenteral uygulama i¢in
FDA tarafindan onaylanmistir ve yara iyilesmesi, ilag dagitimi ve iskelet implantlarina kadar
uzanan tibbi uygulamalarda incelenmistir ( (73), (74)). Tiim polimerik NP'ler arasinda PLGA,
biyolojik olarak uyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir ve diger polimerlerden daha az
hidrofilik oldugu i¢in kronik yara tedavisinde biiylime faktorii tutulmasi i¢in en yaygin
kullanilan polimerlerden biridir. Daha az su emer ve bdylece yavas yavas parcalanarak stirekli
ila¢ salinimina izin verir (75). In vivo kosullar altinda, PLGA'nin ester baglar1, laktik asit
iiretmek i¢in kolaylikla hidrolize edilebilir (76). Laktik asit bakterileri 6ldiirmek i¢in
makrofajlar tarafindan iiretildiginden ve kollajen sentezinde ve anjiyogenezde rol

oynadigindan umut verici yara ortiisii olarak diisiiniilmiistiir ( (77), (78)).

PLGA bazli malzemeler, ilaglarla, 6zellikle hidrofobik ilaglarla veya biiytime
faktorleriyle kombinasyon halinde yara yonetimi i¢in nanolifler, nanopartikiiller veya
hidrojeller olusturabilir. Bir calismada Kurkumin ile yiikli PLGA NP'leri inflamatuar yaniti
azaltirken, yeniden epitelizasyonu hizlandirip graniilasyon dokusu olusumunu iyilestirdi (79).
Baska bir ¢aligmada ise elektro egirme teknigi kullanarak ilag yiikli bir PLGA/kollajen
karigimi gelistirdi ve nanolifli membran, yaralanma bolgesinde siirekli bir salinarak bakteri ile
enfekte olmus yaralarda yara iyilesmesini etkin bir sekilde hizlandird1 (80). PLGA iskelet

yapist kullanilarak yara bakim malzemeleri gelistirilmeye devam edilmektedir.
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2.6.2. Giimiis Nanopartikiil

Metal ve metal oksit NP'leri, yara iyilestirme uygulamalarinda onlarca yildir kapsamli
bir sekilde arastirilmaktadir. Bakteri, viriis, maya ve mantarlara kars1 antimikrobiyal etki ile
yara enfeksiyonunu 6nledigi kanitlanmistir (81). Antik ¢aglardan beri giimiis ilag olarak
kullanilmistir. Son yillarda, agik yaralarin, yaniklarin ve kronik olarak enfekte olmus yaralarin
tedavisinde giimiisiin ¢esitli bi¢imleri, yani metalik glimiis, glimiis nitrat, giimiis siilfadiazin
kullanilmigtir (82). AgNP'ler, mikroorganizmalarla daha iyi temas saglayan genis bir yiizey
alan1 / hacim oranina sahiptir, bu da onlar1 geleneksel ilaglara kiyasla daha yiiksek
antimikrobiyal aktivite gdstermede daha verimli hale getirir. AgNP'ler, bakteri zarlarina
gomiili kiikiirt iceren proteinlerle etkilesime girme yetenegine sahiptir; DNA gibi mikrobiyal
hiicredeki fosfor igceren bilesiklerle de etkilesime girebilirler. Antimikrobiyal aktivitelerinin
onemli mekanizmalarindan biri, hayatta kalmanin en temel yolu olan ve sonunda hiicre

6liimiine yol agan solunum zincirine ve hiicre boliinme mekanizmasina saldirmasidir (83).

Glimiis nanopargaciklarla zenginlestirilmis bir elektrospun nanofiber membranin
Wistar si¢anlarinda yapilan in vivo ¢alismasi, diistik sitotoksisite, uzun siireli antibakteriyel
aktivite, azaltilmis inflamasyon ve gelismis yara iyilesmesi gibi olumlu etkiler gdsterdi (84).
Klinik bir ¢alismada AgNP'ler ile tedavi edilen hastalar, ikinci derece yaniklar i¢in standart
bir topikal antimikrobiyal tedavi olan giimiis siilfadiazin ile karsilastirildiginda herhangi bir

yan etki olmaksizin 13 giin dnce yara iyilesmesi gosterdi (85).

2.6.3. Tarcin Bitkisi

Sinnamaldehit (sinnamik aldehit olarak da bilinir), esansiyel tar¢in yaginin ana
bilesenidir (yaklasik %85) (86). Bu organik bilesigin, antimikrobiyal, antioksidan ve
antikanser ajan olarak potansiyel uygulamalar1 agisindan arastirildigi ¢calismalar mevcuttur (
(87), (88)). Sinnamaldehitin anjiyojenik aktiviteyi indiikleyerek in vitro ve in vivo yara

iyilesmesini hizlandirdigini gosterilmistir (89).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Deney Hayvanlarinin Temini ve Gruplandirilmasi

Calisma icin Necmettin Erbakan Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’ndan etik kurul onay1 2021-036 sayili karar ile alinmis ve ¢aligma boyunca hayvan
deneyleri arastirma protokollerine uyulmustur (Ek 1). Calisma ve deney hayvanlarinin bakimi
Necmettin Erbakan Universitesi KONUDAM Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma
Merkezi’nde yapilmistir. “Poli (laktik asit-KO-glikolik asit) (PLGA), Glimiis ve Tar¢in
Emdirilmis Nanofiberlerin Yara Iyilesmesi Uzerine Etkisi : Deneysel Bir Calisma” adl1 tez
projesi Necmettin Erbakan Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigii
tarafindan desteklenmistir. Bu deneyde kullanilan Wistar Albino cinsi ratlarin agirliklar: 250-
300 gr arasinda degisiklik gostermektedir ve 24 adet disi 2-4 aylik rat kullanilmistir. Ratlar
deney boyunca oda sicakliginda, on iki saat giindiiz / on iki saat gece olacak sekilde standart

yasama kosullar1 altinda takip edildi.

Calismada 24 adet siganin her birinin sirt bolgesinde 2cm ? boyutlarinda iki adet

eksizyonel yara olusturuldu. Olusturulan yaralar 4 gruba ayrildu.

Grup 1: Tam kat cilt eksizyonu sonrasi pansuman yapilmadan sekonder iyilesmeye

birakilan 12 adet yara

Grup 2: Tam kat cilt eksizyonu sonrasi eAgNP/PLGA nanofiber ile pansuman

uygulanan 12 adet yara

Grup 3: Tam kat cilt eksizyonu sonrasi saf PLGA ile pansuman uygulanan 12 adet

yara

Grup 4: Tam kat cilt eksizyonu sonrast AGNP/PLGA ile pansuman uygulanan 12 adet
yara
3.2. Kullanilacak Malzemelerin Temini ve Ozellikleri

Calismada kullanilan nanomalzemeler Necmettin Erbakan Universitesi Biyomedikal

Miihendisligi Laboratuvarinda iiretilmistir.

Temin edilen PLGA polimeri Laktik asit:75, glikolik asit:25 oraninda monomerlerden

olusmaktadir.

20 nm boyutlarinda, %99.99 oraninda saflik derecesinde bulunan giimiis

nanopartikiiller temin edilmistir.
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Nanopartikiillerin iiretimi fiziksel, kimyasal ve yesil sentez yoluyla olabilmektedir.
Nanopartikiil iiretim yontemlerinden biri olan ‘yesil sentez’ ile daha kolay, kimyasal metotlardan
uzak ve ¢evre dostu glimiis nanopartikiil sentezi gerceklestirilmektedir (90). Calismamizda
indirgeyici ajan olarak tar¢in oziitii kullanilarak enkapsiile giimiis nanopartikiil tiretilmistir.
eAgNP iiretimi igin AgNO3 (Giimiis Nitrat) ¢ozeltisi manyetik karistiricida karistirildi. Yesil
sentezde iyonik glimiisiin indirgenmesini saglayan tar¢in 6ziitii iizerine AgNO3 ¢ozeltisi
damlacik seklinde eklendi ve manyetik karistiricida karistirildi. Boylece giimiis iyonlarinin
etrafinda enkapsiile tar¢in kaplanmis oldu. Karanlikta 1 giin bekletilen karigim 200 °C’ de
etiivde buharlastirilmaya birakild:. Islem sonucunda e AgNP tortusu elde edildi.

PLGA nanofiber {iretimi i¢in soliisyon hazirlandiktan sonra AgNP ultrasonik
karistiric1 karistirildiktan sonra manyetik karistirictda PLGA polimeri eklendi. AgNP orani,
PLGA polimer miktarinin %1°1 kadar belirlendi.

eAgNP/PLGA nanofiber sollisyonunu i¢in ¢oziiciiler ve PLGA oranina bagl olarak
belirlenen eAgNP(%1) ultrasonik karistiricida 30 dk boyunca ¢éziinmeye birakildi. Daha
sonra PLGA polimeri(%20) eklendi ve ¢ozelti homojen hale gelene kadar manyetik

karistiricida karistirildi.

Elde edilen homojen ¢ozeltiler elektro-egirme cihazinda iiretim i¢in siringalara ¢ekildi
ve siringa pompasina yerlestirildi (Sekil 1). Islem sonucunda tambur {izerinde olusan

nanofiber tabaka alliminyum folyodan ayrildi ve oda sicakliginda muhafaza edildi (Sekil 2-3)

Elde edilen nanomalzemerin TEM, FE-SEM goriintiileri alind1 (Sekil 4-5). Fosfat
Tamponlu Tuzda yapilan biyobozunurluk aktivitesinde nanofiber numunelerin baglangic
agirliklarindan itibaren en ytiksek agirlik kaybi1 PLGA nanofiberde gozlemlenirken, en diisiik
agirlik kayb1 eAgNP/PLGA nanofiberde gézlemlendi.

Antibakteriyel test icin E.Coli ve S.Aureus bakteri ekiminde saf PLGA nanofiberlerin
inhibisyon ¢ap1 olusturmadiklari, AGNP/PLGA ve eAgNP/PLGA fiberlerin inhibisyon ¢ap1

olusturduklar goriildii.
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Sekil 1: Elektro-egirme cihazi

Sekil 2: AgNP/PLGA Nanofiber

Sekil 3: eAgNP/PLGA Nanofiber
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Sekil 4: eAgNP TEM goriintiisii

1um EHT = 1.00 KV Signal A = InLens ‘N
A WD = 47 mm Mag = 30.00 K X @
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Fa B B D

Sekil 5: FE-SEM goriintiileri A: PLGA B: AgNP/PLGA C: eAgNP/PLGA
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3.3. Anestezi

Tiim cerrahi prosediirler ve deney sonunda sakrifikasyon islemi anestezi altinda
gerceklestirilmistir. Xylazine (7mg/kg- Rompun®, Bayer, Tiirkiye) ve Ketamin ( 30 mg/kg -
Ketalar®,Eczacibasi, Tiirkiye) karisimi siganlarin fleksor kas grubu igine uygulanmaistir.
Cerrahi islemlerden sonra analjezi saglamak amaciyla 100 mg/kg Parasetomal igme sularina

karistirilmustir.

3.4. Cerrahi Yontem

Uygun anestezi sonrasi her bir sicanin sirt bolgesi tiras edilerek Povidione lodine
sollisyonu ile temizlendi. Siganlar 4 ekstremitesinden tespit edilerek cerrahi masaya yiiz iistli
yatirildi. Siganlarin sirt bolgesinde orta hat servikal bolgeden sakruma kadar cerrahi cilt
kalemi ile isaretlendi. Orta hattin sag ve sol tarafinda orta hattan esik uzaklikta olacak sekilde
(en az 1 cm uzakta) 2*2 cm boyutlarda iki adet cilt alan1 kalem ile igaretlendi (Sekil 6).
Cizimlere uygun olarak cilt-cilt alt1 doku 15 numara bistiiri ile eksize edildi. Eksizyon
tabaninda yer alan pannikulus karnozus tabakasi doku makasi ile defektin kenarlarindan
eksize edildi. Defekt alanlar1 fotograflandi. Rastgele segilen 12 adet siganin sol taraf
yaralarina pansuman uygulanmadi (grup 1), sag taraf yaralarina eAgNP/PLGA uygulandi
(Grup 2). Kalan 12 adet si¢anin sol taraf yaralarina saf PLGA uygulandi (Grup 3), sag taraf
yaralarina AgNP/PLGA uygulandi (Grup 4) (Sekil 7).

Her grubun 6 adet yarasindan histopatolojik 6rnekleme i¢in 7. Giin, 14. Giin ve 21.
Glinlerde biyopsi alindi. Diger 6’sar yara makroskobik 6l¢lim icin 3., 7., 14. Ve 21. Giinlerde

fotograflandi. Deney bitiminde tiim hayvanlar genel anestezi altinda sakrifiye edildi.
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Sekil 6: Sicanlarin operasyona hazirlanmasi ve eksize edilecek cildin isaretlenmesi

Sekil 7: Tam kat cilt eksizyonu ve nanomalzemelerin uygulanmasi
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3.4. Degerlendirme Yontemleri
3.4.1. Makroskobik Analiz

Alan hesaplamalari i¢in siganlarin 3., 7., 14. Ve 21. Giinlerde standart sekilde dijital
fotogaflar ¢ekildi. Cekilen fotograflarda her bir defekt alani, bilgisayar ortaminda Digimizer
Image Analysis Software (MedCalc Software, Belcika) programi kullanilarak cm? cinsinden

sleiildii,

3.4.2. Histopatolojik Analiz

Ratlardan alinan dokular %10 luk formaldehitle tespit edildi. Makroskobik olarak
lezyone alandan diseke edilen doku 6rnekleri rutin doku takibine alindi. Parafin bloklara
gomiilen 6rneklerden Hematoksilen&Eozin, CD-68, CD-31 ve MassonTrikrom (MTK)
boyamalar i¢in 4-5 mikronluk kesitler alind1. Kesilen lamlara DAKO OMNIS cihazinda
EDTA inkiibasyonu sonrasinda CD68 (Clone:KP1) ve CD31 (Clone JC70A) boyama
protokolii uygulandi. Artisan Link Pro model DAKO otomatik Histokimya cihazinda

MassonTrikrom boyama protokolii uygulandi.

H&E, immiinhistokimyasal ve histokimyasal boyali lamlar 151k mikroskobunda
Olympus BX 46 ile uzman patolog tarafindan degerlendirildi. Isik mikroskobisinde; H&E
boyali lamlarda epitelizasyon, iltihabi hiicre yogunlugu, iltihabi hiicre tipi, CD-31 boyamada
vaskiilarizasyon, CD-68 boyamada histiosit ve multiniikleer dev hiicre yogunlugu ve MTK
boyali lamlarda fibroblast proliferasyonu degerlendirildi. Tablo 1’de gdsterildigi gibi

derecelendirme yapildi.

Tablo 1: Histopatoloijk Degerlendirme Olciitleri

Puan Goriiniim

Epitelizasyon

0 %50 den fazla ulser

1 %750 den az ilser
Epitel Intakt

CD-31 Boyamada vaskiilarizasyon
(1 biryiik biiyiitme alaninda)

1 0-5 adet kapiller, Hafif
6-10 adet kapiller, Orta
3 10 dan fazla kapiller, Belirgin
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inflamasyon

1 Hafif
Orta
3 Belirgin

Inflamasyon tipi

1 Lenfosit-plazmosit
Lenfosit-plazmosit ve Notrofil

CD-68 pozitif histiosit ve
multiniikleer dev hiicre miktari

1 Hafif
Orta
3 Belirgin

Fibroblast proliferasyonu

0 Yok

1 Hafif

2 Orta

3 Belirgin

3.4.3. istatiksel Analiz

Calisma sonucu elde edilen makroskobik ve histokimyasal veriler istatiksel olarak
hesaplandi. Veriler SPSS 26.0 bilgisayar programina girildi. Tanimlayicr istatistikler siirekli
degiskenler i¢in ortalama (+standart sapma), kategorik degiskenler i¢in say1 ve yiizdelerle
gosterildi. Stirekli 6l¢iimlii degiskenlerin dagiliminin normale uygun olup olmadig:
“Kolmogorov Smirnov” ile analiz edildi. Normal dagilim gdéstermeyen ikiden fazla bagimsiz
grubun karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis Testi kullanildi. Farklilig1 anlamli ¢iktig:
durumlarda gruplar ikiserli olarak Mann-Whitney U testi ile karsilastirildi. Zamana bagh
gruplar arasindaki degisimler general line model repeated measure test ile degerlendirildi.

Istatiksel agidan p<0.05 degeri anlaml1 kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1. Makroskobik Bulgular

Sicanlarin dorsal derilerinde olusturulan 2x2 cm boyutundaki defekt degerlendirilmek
iizere 0., 3., 7., 14., ve 21. giinlerde fotografland1 (Sekil 8). Defekt boyutlar1 Digimizer Image
Analysis Software (MedCalc Software, Belcika) programi kullanilarak 6l¢iildii. Eksizyondan
hemen sonra yapilan 6l¢iimlerde ortalama defekt boyutu 4,2 cm?2 olarak saptandi. Gruplar

arasinda anlamli bir fark yoktu.

Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

0.Giin

3.Giin

7.Giin

14.Giin

21.Giin

Sekil 8: Yara alanlarinin fotograflanmasi
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4.1.1. 3. Giin Sonuglar

3.glinde fotograflanan yaralarda yapilan dijital 6l¢ctimlerde ortalama defekt alani
boyutlar1 kontrol grubunda (grup 1) 2,43 (+0,68) cm?, eAgNP/PLGA grubunda (grup 2) 1,82
(£0,39) cm?, saf PLGA grubunda (grup 3) 2,69 (£0,56) cm?, AgNP/PLGA grubunda (grup 4)
2,48 (£0,74) cm? bulundu (Sekil 9). Gruplar arasinda istatiksel degerlendirmede anlamli bir
fark yoktu.

300

Ug¢GiinAlan
o

150 !

Kontrol PLGA+AgMp+Targin Saf PLGA PLGA+AgNp

Grup

Sekil 9: Gruplarin 3. Giin Yara Alanlan

4.1.2. 7. Giin Sonug¢lan

7.glinde fotograflanan yaralarda yapilan dijital 6l¢ctimlerde ortalama defekt alani
boyutlar1 kontrol grubunda (grup 1) 1,56 (x0,74) cm?, eAgNP/PLGA grubunda (grup 2) 1,32
(£0,47) cm?, saf PLGA grubunda (grup 3) (x0,73) 1,67 cm?, AgNP/PLGA grubunda (grup 4)
1,20 (£0,59) cm? bulundu (Sekil 10). Gruplar arasinda istatiksel degerlendirmede anlamli1 bir
fark yoktu.
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2,50
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50

YediGunAlan

Kontrol PLGA+AgNp+Targin Saf PLGA PLGA+AgNp
Grup

Sekil 10: Gruplarin 7. Giin Yara Alanlan
4.1.3. 14. Giin Sonuclar

14.giinde fotograflanan yaralarda yapilan dijital 6l¢iimlerde ortalama defekt alani
boyutlar1 kontrol grubunda (grup 1) 0,24 (£0,05) cm?, eAgNP/PLGA grubunda (grup 2) 0,11
(£0,04) cm?, saf PLGA grubunda (grup 3) 0,34 (£0,16) cm?, AgNP/ PLGA grubunda (grup 4)
0,11 (£0,03) cm? bulundu (Sekil 11). Gruplar arasi yapilan istatiksel analizde anlaml1 fark
bulundu (p=0,001). Farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in ikili gruplar
arasinda yapilan istatiksel analizde grup 1 ile grup 3 arasinda (p = 0,58) ve grup 2 ile grup 4
arasinda (p=0,95) anlamli fark bulunmadi. Grup 1 ile grup 2 arasinda (p=0,007), grup 1 ile
grup 4 arasinda (p=0,009), grup 2 ile grup 3 arasinda (p=0,001), grup 3 ile grup 4 arasinda
(p=0,002) anlaml1 fark bulundu.

30

. =
- -

00

OndértGiinAlan

Kontrol PLGA+AgMp+Targin Saf PLGA PLGA+AgNp
Grup

Sekil 11: Gruplarin 14. Giin Yara Alanlar
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4.14. 21. Giin Sonuclari

21.giinde fotograflanan yaralarda yapilan dijital 6l¢iimlerde ortalama defekt alani
boyutlar1 kontrol grubunda (grup 1) 0,05 (£0,02) cm?, eAgNP/PLGA grubunda (grup 2) 0,02
(£0,02)cm?, saf PLGA grubunda (grup 3) 0,08 (+0,05) cm?, AgNP/PLGA grubunda (grup 4)
0,02 (£0,01) cm? bulundu (Sekil 12). Yapilan istatiksel analizinde gruplar arasinda anlaml
fark bulunmustur (p = 0,017). Farkin hangi gruplar arasinda oldugunu belirlemek i¢in ikili
gruplar arasinda yapilan istatiksel analizde grup 1 ile grup 3 arasinda (p = 0,70) ve grup 2 ile
grup 4 arasinda (p=0,86) anlamli fark bulunmadi. Grup 1 ile grup 2 arasinda (p=0,04), grup 1
ile grup 4 arasinda (p=0,03), grup 2 ile grup 3 arasinda (p=0,01), grup 3 ile grup 4 arasinda
(p=0,01) anlaml1 fark bulundu. Grup 2 de {i¢ adet yaranin, grup 4 de iki adet yaranin tamamen

kapandig1 makroskopik olarak goriildii.

Zamanla gruplardaki yara alan1 azalmasini1 gosteren grafik sekil 13°te gosterilmistir.
Zamana bagli gruplar arasindaki degisim incelendigi anlamh fark saptanmadi (p>0,05).

Gruplarin ortalama yara alan1 degerleri tablo 2°de sunulmustur.

.20

YirmibirGlnAlan

05

00 i

Kontrol PLGA+Aghp+Targin Saf PLGA FPLGA+AgMp

Grup

Sekil 12: Gruplarin 21. Giin yara alanlar:

25



Grup

= Kontrol

—— eAgNPPLGA
Saf PLGA

— AgMPIPLGA

5,00

4,007

3,00

Yara Alani

2,00

1,00

00—

I T T T I
0. Gin 3. Giin 7.Gin 14. Gin 21. Giin
Giin
Sekil 13: Yara alami-giin grafigi

Tablo 2: Gruplarin Ortalama Yara Alam Degerleri

Grup 1 (Kontrol)  4,23(x0,06) 2,43(x0,68) 1,56(x0,74) 0,24(x0,05) 0,05(0,02)

Grup 2 4,19(0,09) 1,82(x0,39) 1,32(x0,47) 0,11(x0,04) 0,02(=0,02)
(eAgNP/PLGA)

Grup 3 (Saf 4,21(£0,06) 2,69(+0,56) 1,67(:0,73) 0,34(+0,16) 0,08(=0,05)
PLGA)

Grup 4 4,19(+0,06) 2,48(x0,74) 1,2(x0,34)  0,11(x0,03) 0,02(=0,01)
(AgNP/PLGA)
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4.2. Histopatolojik Bulgular
4.2.1 Epitelizasyon

Epitelizasyon agisindan yapilan degerlendirmede 7. Giinde tiim yaralarda
iilserasyonun %350 iizerinde oldugu ve gruplar arasinda fark olmadig1 goriildii (p>0,05) (Sekil
14). 14. Giin epitelizasyon ortalamalar1 grup 1 0,17 (£0,40), grup 2 0,67 (+0,51), grup 3
0,17(%0,40) grup 4 1,00 (£0,63) bulundu (Sekil 15). Gruplar arasinda 14. Giin epitelizasyon
acisindan anlamli fark bulundu (p=0,035). Bu farkin grup 4 ile grup 1 ve grup 3 (p=0,26) arasinda
oldugu, AgNp/PLGA grubunda epitelizasyonun anlamli olarak daha yiiksek oldugu saptandi. 21.
Giin epitelizasyon ortalamalar1 grup 1 0,83 (+0,40), grup 2 1,83 (£0,40), grup 3 0,83 (+0,40)
ve grup 4 1,50 (£0,54) arasinda anlamli fark saptandi (0,005) (Sekil 16). ikili karsilastirmada
grup 1 ile grup 2 arasinda (p=0,006), grup 1 ile grup 4 arasinda (p=0,04), grup 2 ile grup 3
arasinda (P=0,006), grup 3 ile grup 4 arasinda (p=0,043) anlaml1 fark saptandi. AgNP/PLGA
ve eAgNP/PLGA gruplarinda epitelizasyonun anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii.

Tekrarlayan dl¢limlerde gruplarin zamana gore degisimi incelendiginde gruplar
arasinda anlamli fark oldugu gorildii (p=0,005). AgNP/PLGA ve eAgNP/PLGA gruplarinin
kontrol ve saf PLGA gruplarina gore 7. Glinde benzer, 14 ve 21. giinlerde daha hizli epitelize
oldugu goriildii (p=0,013) (Sekil 17). Hematoksilen eozin boyama ve 40 biiylitmede % 50 nin

iizerinde, % 50’nin altina iilserasyon ve intakt epitel goriilmektedir (Sekil 18-19-20).

Epitelizasyon7.Gln
B

Epitelizasyon 7. Giin

Kontrol eAghP/PLGA Saf PLGA AghP/PLGA

Grup

Sekil 14: 7. Giin epitelizasyon sonuclari
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Epitelizasyon 14. giin

Epitelizasyon 21. glin

Epitelizasyon14.Giin
Mo
i
P

Kontrol eAgNP/PLGA Saf PLGA AghP/PLGA
Grup

Sekil 15: 14. Giin epitelizasyon sonuclari

Epitelizasyon21.Giin
Mo
[}
H:

Kontrol eAgNP/IPLGA Saf PLGA AgNP/PLGA

Grup

Sekil 16: 21. Giin epitelizasyon sonugclari

28



2,07
1,57
| =
o
]
[}
]
o1 0
1]
B
o
M
IS-
0
T 1 .
7.Gin 14. Gin 21.6Un
Giin
Sekil 17: Epitelizasyon-giin grafigi
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Sekil 18: %50°nin iizerinde iilserasyon, x40, H&E.
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Sekil 20: Epitel intakt, H&E, x40.
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4.2.2 Anjiogenez

Anjiogenez agisindan yapilan degerlendirmede gruplarin ortalamalar1 7. Giinde grup 1
2,83 (+0,40), grup 2 3,0 (+0,0), grup 3 3,0 (£0,0) ve grup 4 3,0 (+0,0) bulundu (Sekil 21).
Gruplar arasinda 7. giinde anjiogenez agisindan anlamli fark bulunamadi (p=0,392). 14.
Gtinde grup 1 2,00 (£0,0,63), grup 2 2,83 (+0,40), grup 3 2,0 (£0,63), grup 4 2,83 (+0,40)
anjiogenez ortalamalar1 bulundu (Sekil 22). 14. Giinde gruplar arsinda anlamli fark bulundu
(p=0,01). Farkin hangi gruplar arasinda oldugunu bulmak i¢in yapilan ikili karsilagtirmada
grup 1 ile grup 2 arasinda, grup 1 ile grup 3 arasinda, grup 2 ile grup 3 arasinda, grup 3 ile
grup 4 arasinda anlamli fark bulundu (p=0,02). 14. Giinde eAgNP/PLGA ve AgNP/PLGA
gruplarinda anjiogenezisin kontrol ve saf PLGA gruplarinda gére anlamli olarak daha yiiksek
oldugu goriildii. 21. Giin anjiogenezde grup 1 2,17 (£0,75), grup 2 2,50 (£0,54), grup 3 2,0
(+0,89) ve grup 4 2,83(+0,40) arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,202) (Sekil 23).
Tekrarlayan dl¢limlerde gruplarin zamana bagli degisimleri incelendiginde anlamli fark
saptanmadi (p=0,20). Sekil 24’te anjiogenez agisindan gruplarin zamana bagl degisimi
goriilmektedir. Sekil 25’te Hematoksilen eozin boyama ile vaskiilarizasyon 40 biiyiitmede
goriiliirken, sekil 26 ve 27°de CD-31 boyama ve 100 biiylitmede vaskiilarizasyon

goriilmektedir.

Anjiogenez7.Giin

[P
[ E

Anjiogenez 7. Gilin

Kortrol PLGA+Aghip+Targin Saf PLGA PLGA+AGNR

Grup

Sekil 21: 7. Giin Anjiogenez sonuclari

31



[
S
[ =
=
o
. 4
=
N
]
c
L 3
o
2
c
<
2
1
0 Kartrol PLGA+Aghp+Targn Saf PLGA
Grup
Sekil 22: 14. Giin Anjiogenez sonuclari
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Kontrol PLGA+AgMNp+Targin Saf PLGA

Grup

Sekil 23: 21. Giin Anjiogenez sonug¢lari
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Sekil 24: Anjiogenez-giin grafigi

Sekil 25: Vaskiilarizasyon, H&E, x40.
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Sekil 27: Belirgin vaskiilarizasyon, CD-31, x100.
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4.2.3. inflamasyon

Inflamasyon agisindan yapilan degerlendirmede 7. giinde grup 1 2,50 (£083), grup 2
2,67 (+0,51), grup 3 2,67 (£0,51) ve grup 4 2,0 (£0,63) ortalamalar1 bulundu (Sekil 28). 7.Giin
inflamasyon ag¢isindan gruplar arasinda anlamli fark saptanmadi (p=0,227). 14. Giinde grup 1
1,83 (+0,40), grup 2 2,17 (£0,75), grup 3 2,83 (+£0,40) ve grup 4 2,50 (+0,54) arasinda
inflamasyon agisindan anlamli fark bulundu (p=0,034) (Sekil 29). ikili karsilastirmada bu
anlamli farkin grup 1 ve grup 3 arasinda (p=0,006) oldugu ve kontrol grubunda inflamasyon
siddetinin saf PLGA grubuna gore anlamli olarak daha az oldugu bulundu. 21. Giin
inflamasyonda grup 1 1,67 (+0,81), grup 2 1,50 (+0,54), grup 3 2,50 (+0,83) ve grup 4 1,67
(£0,51) arasinda anlamli fark bulunmadi (p=0,132) (Sekil 30).

Haftalar arasinda karsilastirma yapildiginda 7.giin, 14.gilin ve 21.giin inflamasyon
acisindan aralarinda anlamli fark oldugu (p=0,015), ikili karsilastirmada 7.giin inflamasyonun
21.giine gore anlamli olarak daha siddetli oldugu (p=0,007), 14.giin inflamasyonun 21.giin
inflamasyona gore anlamli olarak daha siddetli oldugu goriildii (p=0,011).

Tekrarli 6lgtimlerde gruplar arasindaki degisim degerlendirildiginde anlamli fark
saptanmadi (p=0,15). Sekil 31°de zamanla gruplardaki inflamasyon siddeti degisimi
goriilmektedir. Hematoksilen eozin boyama ve 40 biiyilitmede hafif, orta ve belirgin

inflamasyon goriilmektedir (Sekil 32-33-34).

inflamasyon7.Giin
LB
|2
K

inflamasyon 7. Giin

Kontrol PLGA+AgNp+Targin Saf PLGA PLGA+AgGMNp

Grup

Sekil 28: 7. Giin inflamasyon sonuclari
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inflamasyon 14. Giin

inflamasyon 21. Giin

inflamasyon14.Giin
LB
H?2
M3

Kortrol PLGA+AgMp+Targin Saf PLGA PLGA+AgGND

Grup

Sekil 29: 14. Giin inflamasyon sonug¢lar:

inflamasyon21.Giin
LB
H?2
M3

Kortrol PLGA+AgMp+Targin Saf PLGA PLGA+AgGND

Grup

Sekil 30: 21. Giin inflamasyon sonug¢lar:
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Sekil 31: inflamasyon siddeti-giin grafigi

Sekil 32: Hafif inflamasyon, H&E, x100.
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Sekil 33: Orta inflamasyon, H&E, x40.

Sekil 34: Belirgin inflamasyon, H&E, x40.
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4.2.4 inflamasyon Tipi

Inflamasyon tipi agisindan yapilan degerlendirmede 7. giinde grup 1 1,83(£0,40), grup
2 1,83 (+0,40), grup 3 1,67 (+0,51) ve grup 4 1,83 (£0,40) arasinda inflamasyon hiicre tipi
acisindan anlamli fark bulunamadi (p=1) (Sekil 35). 14. Giinde grup 1 1,83 (+0,40), grup 2
1,67 (£0,51), grup 3 1,67 (£0,51) ve grup 4 1,50 (+£0,54) arasinda inflamasyon hiicre tipi
acisindan anlamh fark yoktu (p=0,931) (Sekil 36). 21. Giinde grup 1 1,17 (+£0,40), grup 2 1,17
(+0,40), grup 3 1,33 (£0,51) ve grup 4 1,17 (+0,40) arasinda anlamli fark bulunmadi (p=1)
(Sekil 37).

Haftalar arasinda inflamasyon tipi agisindan anlamli fark saptandi (p=0,00). 21.Giin
inflamasyon tipinin 14.Giin (p=0,001) ve 7.Giin (0,00) inflamasyon tipine gore anlamli olarak
farkli oldugu goriildii. Zamana bagl tekrarli dl¢timlerde gruplar arasinda anlamli fark

goriilmedi (p=0,70). Sekil 38’de gruplarin inflamasyon tipi-giin grafigi sunulmustur.

inflamasyonTipi7.GLin

A
P

inflamasyon Tipi 7. Giin

Kortrol PLGA+Aghp+Targin Saf PLGA PLGA+AgND

Grup

Sekil 35: 7. Giin inflamasyon tipi sonuglari
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inflamasyon Tipi 14. Giin

inflamasyon Tipi 21. Giin

inflamasyonTipi14.Glin

L
|

Kartrol PLGA+Aghp+Targn Saf PLGA PLGA+AgNR

Grup

Sekil 36: 14. Giin inflamasyon tipi sonuclari

inflamasyonTipi21.Gilin

L
|

Kartrol PLGA+Aghp+Targn Saf PLGA PLGA+AgNR

Grup

Sekil 37: 21. Giin inflamasyon tipi sonuclari
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Sekil 38: Inflamasyon hiicre tipi-giin grafigi

4.2.5. CD-68 Pozitif Histiosit ve Multiniikleer Dev Hiicre Miktari

CD-68 pozitif histiosit ve multiniikleer dev hiicre miktar1 agisindan yapilan Istatiksel
degerlendirmede grup 1 1,83 (+0,75), grup 2 2,67 (x0,51), grup 3 2,83 (+0,40) ve grup 4 2,33
(£0,51) arasinda 7. Giinde anlaml1 fark bulunamadi (p=0,054) (Sekil 39). 14. Giinde grup 1
2,0 (£0,63), grup 2 2,67 (+0,51), grup 3 2,67 (£0,51) ve grup 4 2,83 (£0,40) arasinda anlaml1 fark
saptanmadi (p=0,084) (Sekil 40). 21. Giinde grup 1, (+£0,54), grup 2 1,67 (+0,81), grup 3 2,83
(£0,40) ve grup 4 2,33 (+0,81) arasinda istatiksel agidan anlamli fark saptandi (p=0,018) (Sekil
41). Bu farkin kontrol grubu ile saf PLGA gruplari arasinda (p=0,005) ve eAgNP/PLGA ile
saf PLGA arasinda (p=0,019) oldugu goriildii. Saf PLGA grubunda CDS pozitif histiosit ve

multiniikleer dev hiicre miktar1 anlamli olarak daha fazlaydi.

Zamana bagl tekrarlayan 6l¢iimler acisindan gruplar arasinda yapilan

degerlendirmede anlamli fark saptanmadi (p=0,11) (Sekil 42). Sekil 43’te hematoksilen eozin
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boyama ve 40 biiyiitmede yogun histiosit ve multiniikleer dev hiicre goriilmektedir. Sekil 44

ve 45°te CD-68 pozitif histiosit ve multiniikleer dev hiicreler goriilmektedir.

Histiosit7.Giin

L
2
K]

CD8 (+) Histiosit ve Miltin(ikleer Dev Hiicre 7. Giin

Kartrol PLGA+Aghp+Targn Saf PLGA PLGA+AgNR

Grup

Sekil 39: 7. Giin CD-68 pozitif histiosit ve multiniikleer dev hiicre sonuclari

Histiosit14.Glin

Ll
H:
K]

CD8 (+) Histiosit ve Mdltintikleer Dev Hiicre 14, Giin

Kortrol PLGA+AgMp+Targn Saf PLGA PLGA+AgMp

Grup

Sekil 40: 14. Giin CD-68 pozitif histiosit ve multiniikleer dev hiicre sonu¢lari
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CD8 (+) Histiosit ve Miiltintikleer Dev Hiicre 21. Glin

CD-68 pozitif hisitosit ve multinikleer dev hiicre miktar

Kontrol PLGA+AgNp+Targin Saf PLGA

Grup

Histiosit21.Giin

L
u:
LK

PLGA+AgHp

Sekil 41: 21. Giin CD-68 pozitif histiosit ve multiniikleer dev hiicre sonu¢lari
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Sekil 42: CD-68 pozitif histiosit ve multiniikleer dev hiicre miktari-giin grafigi
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Sekil 44: Histiosit ve multiniikleer dev hiicrelerde CD68 Pozitifligi, x100.
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Sekil 45: Histiosit ve multiniikleer dev hiicrelerde CD68 Pozitifligi, x100.

4.2.6. Fibroblast Proliferasyonu

Istatiksel degerlendirmede 7. Giinde grup 1 1,83 (x0,75), grup 2 2,17 (£0,75), grup 3
1,83 (+0,75) ve grup 4 2,33 (+£0,51) arasinda fibroblast proliferasyonu agisindan anlamli fark
bulunamadi (p=0,50) (Sekil 46). 14. Giinde grup 1 2,67 (£0,51), grup 2 2,83(+0,40), grup 3
2,50 (£0,54) ve grup 4 2,83 (+0,40) arasinda fibroblast proliferasyonu agisindan anlamli fark
bulunmadi (p=0,54) (Sekil 47). 21. Giinde grup 1 2,50 (+0,54), grup 2 2,83 (+£0,40), grup 3
2,33 (20,51) ve grup 4 2,50 (x0,54) arasinda fibroblast proliferasyonu agisindan anlamli fark
gostermedi saptanmadi (p=0,38) (Sekil 48). Zamana bagl tekrarlayan 6l¢iimlerde gruplar
arasinda yapilan degerlendirmede anlamli fark saptanmadi (p=0,95) (Sekil 49). MTK boyama
ve 100 biiyiitmede fibrozis yoklugu, orta ve belirgin fibrozis goriilmektedir (Sekil 50-51-52)
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Fibroblast Proliferasyonu 7. Giin

Fibroblast Proliferasyonu 14. Giin

FibroblastProliferasyonu7.
Gln
Ll
|
L

Kartrol PLGA+Aghp+Targn Saf PLGA PLGA+AgNR

Grup

Sekil 46: 7. Giin Fibroblast proliferasyonu sonuclari

FibroblastProliferasyonuid4.
Gun
>
K]

Kortrol PLGA+Aghp+Targin Saf PLGA PLGA+AgND

Grup

Sekil 47: 14. Giin fibroblast proliferasyonu sonug¢lari
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Fibroblast Proliferasyonu 21. Giin

Fibroblast Proliferasyonu

Kartrol PLGA+Aghp+Targn Saf PLGA PLGA+AgNR

Grup

Sekil 48: 21. Giin fibroblast proliferasyonu sonug¢lari

T T T
7. iGN 14. Gin 21.GUn

Giin

Sekil 49: Fibroblast proliferasyonu sonug¢lari
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Sekil 51: Orta derecede fibrozis, MTK, x100.
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Belirgin fibrozis, MTK, x100.

Sekil 52
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5. TARTISMA

Yara iyilesmesi birbirini izleyen hemostaz-inflamasyon, prolifersyon ve re-modelling
asamalari igeren i¢ ice gegmis kompleks bir siirectir. Bu asamalardan her birinde bir¢ok
sitokin ve hiicre rol almaktadir. Yara iyilesmesi siirecinde bu asamalardan herhangi birinde
meydana gelen anormallikler yara iyilesme siirecini olumsuz etkiler. Yara iyilesmesini
desteklemek i¢in bir¢ok yara bakim iiriinii gelistirilmektedir. Yara pansuman biyomateryalleri
olarak nanolifli matlar iki 6nemli islevi yerine getirir: dogal ECM'nin gecici ikamesi ve
antibakteriyel ajanlarin ve diger yara iyilesmesi arttiricilarin kontrollii salinimi i¢in potansiyel
tasiyict sistem. Genis temas ylizeyi, yliksek gozenekli yapi saglayan ve bircok faktor ile
kompozit hale getirilebilen nanomalzemeler kullanilarak kisisellestirilmis ideal yara ortiisiine

ulagsma cabalar1 devam etmektedir.

Polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA), polilaktik asit ve poliglikolik asit molekiillerinden
olusan amorf ve biyolojik olarak parcalanabilen bir kopolimerdir. Parenteral uygulama igin
FDA tarafindan onaylanmistir ve yara iyilesmesi, ila¢ dagitimi ve iskelet implantlarina kadar
uzanan tibbi uygulamalarda incelenmistir ( (73), (74)). PLGA ester baglarinin in vivo
hidrolizasyonu sonrasi1 olusan Laktik asit bakterileri 6ldiirmek i¢in makrofajlar tarafindan
tiretildiginden ve kollajen sentezinde ve anjiyogenezde rol oynadigindan umut verici yara
ortiisti olarak diisiiniilmiistiir ( (77), (78)). PLGA salinimi sonucu olusan laktatin yara
tyilesmesinde anjiogenezise etkisini inceleyen bir ¢alismada kontrol farelerine kiyasla PLGA
kullani1ldiginda vaskiiler indeksin 2.2 kat arttig1 gosterilmistir (78). PLGA nanofiberler
kompozit ortiiler ile yliklenen materyalin siirekli salinimi saglanabilmektedir. PLGA ve ipek
fibroin nanfiberlere yiiklenmis artemisinin nanokompozit yara ortiisiiniin uzun stireli anti-
inflamatuar etki gosterdigi ve deneysel in vivo modelde yara iyilesmesini hizlandirdigi
gosterilmistir (91). Diyabetik farelerde olusturulan eksizyonel yaralarda insiilin yiiklii PLGA
nanofiberlerin TGF-B ve kollajen tiretimini artirarak yara iyilesmesini hizlandirdigi
gosterilmistir (92). Lipid nanopartikiil iceren PLGA/Aleo vera nanofiber ile yapilan ¢calismada
diyabetik farelerde yara iyilesmesini hizlandirdig1 ve lipid nanopartikiillerin nedeniyle
pansuman malzemesi olarak kullanimi1 kolaylastirdig1 gdsterilmistir (93). PLGA
nanofiberlerin biyobozunur olmasi yara bakim {irlinii olarak kullanim avantaj1 saglamaktadir.

Calismamizda Laktik asit:75, Glikolik asit :25 oraninda PLGA polimeri kullanilmistir.

Bakterilerin nanofiberlere yapisarak kolonizasyona sebep verme ve nanofiber
biyobozunmasini etkileme ihtimaline kars1 antimikrobiyal bir ajan ile kombine edilmesini

oneren ¢alismalar mevcuttur (94). Giimiis, yara tedavisinde yiizyillardir topikal bir giimiis
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nitrat ¢Ozeltisi olarak kullanilan en yaygin metaldir (95). Gilimiis iyonlari, bakteriyel hiicre
duvarini destriikte ederek intraseliiler ve niikleer membrani bozarak bakteriyel DNA ve RNA
hasaria neden olur (96). Antimikrobiyal etkinin sebebi giimiis iyonlarinda olmasina ragmen
nanopartikiil seklindeki iiretimin temas ylizeyini arttirarak antimikrobiyal etkiyi gli¢lendirdigi
diistiniilmektedir. Antimikrobiyal aktivite, NP'lerin boyutuna ve sekline baghdir. 7 ila 20 nm
arasindaki iicgen sekilli NP'ler, daha genis ylizey alani ve glimiis iyonlarinin hizli salinimi
nedeniyle daha yliksek bakterisidal aktivite gosterir (95). Calismada grup 4te kullanilan
AgNP/PLGA nanofiberler, 20 nm boyutlarinda, %99.99 oraninda saflik derecesinde bulunan
giimiis nanopartikiiller kullanilarak {iretilmistir. Yesil sentez yoluyla elde edilen giimiis
nanopartikiil yiiklii PLGA nanofiberlerin yara iyilesmesini destekledigi ve antimikrobiyal

aktivitesinin arttig1 gosterilmistir (97).

Sinnamaldehit (sinnamik aldehit olarak da bilinir), esansiyel tar¢in yaginin ana
bilesenidir (yaklagik %85) (86). Bu organik bilesigin, antimikrobiyal, antioksidan ve
antikanser ajan olarak potansiyel uygulamalar1 agisindan arastirildigi calismalar mevcuttur (
(87), (88). Tar¢in igeren gozenekli elektrospun poli(e-kaprolakton)/jelatin nanolifli yara
bakim iirlinlerinin sigan eksizyonel yaralarinda kullanildig: bir ¢alismada 14. giin sonunda
yara iyilesmesini kontrol grubuna gére anlamli olarak arttirdigi, histolojik olarak normal cilt
dokusuna daha fazla benzedigi, kollajen sentezi ve olgunlagmasini arttirdig1 gosterilmistir.
Ayni ¢aligmanin in vitro boliimiinde nanofiberlere eklenmis tar¢in miktarinin gézeneklilik,
mekanik 6zellikler, su alma kapasitesi, su temas agis1, su buhari iletim hiz1 ve hiicre ¢ogalmasi
izerinde dogrudan etkisi oldugunu gostermistir (98). AgNP/PLGA ve eAgNP/PLGA
nanomalzemelerin antibakteriyel etkisini inceleyen bir calismada AgNP/PLGA nanofiber
disklerinin E.coli bakteri susunda 14,28 mm ve S.aureus bakteri susunda 13,22 mm
inhibisyon c¢aplar1 olusturdugu, eAgNP/PLGA nanofiber disklerinin E.coli bakteri susunda
21,72 mm ve S.aureus bakteri susunda 13,15 mm inhibisyon ¢aplari olusturdugu ancak saf
PLGA nanofiberlerin inhibisyon ¢ap1 olusturmadigi gosterilmistir (90). Giimiis
nanopartikiiller fiziksel, kimyasal veya biyolojik (yesil sentez) yontemler ile tiretilebilir. Diger
yontemlere gore daha kolay, daha ¢evre dostu ve daha giivenli olmasi nedeniyle calismamizda
yesil sentez yontemi tercih edilmistir (90). Yesil sentezde indirgeyici ajan olarak tar¢in oziitii
kullanilmigtir. Sentezlenen en kapsiile giimiis nanopartikiil elektro-egirme yontemiyle PLGA
nanofiberlere yiiklenmistir. eéAgNP/PLGA nanomalzemeler grup 2 deki siganlarin yaralarinda

kullanilmustir.
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Calismamizda saf PLGA, AgNP/PLGA ve eAgNP/PLGA igeren nanofiberlerin sigan

eksizyonel yaralarinda yara iyilesmesine etkisi incelenmistir.

Makroskobik degerlendirmede yara alan1 agisindan 3. ve 7. Giinlerde gruplar arasinda
anlaml bir fark saptanmazken 14. Giinde grup 1 ile grup 2 arasinda (p=0,007), grup 1 ile grup
4 arasinda (p=0,009), grup 2 ile grup 3 arasinda (p=0,001), grup 3 ile grup 4 arasinda
(p=0,002) anlaml1 fark bulundu. 14. Giinde grup 1 ile grup 3 arasinda (p = 0,58) ve grup 2 ile
grup 4 arasinda (p=0,95) anlamli fark bulunmadi. 21. Giin analizinde grup 1 ile grup 2
arasinda (p=0,04), grup 1 ile grup 4 arasinda (p=0,03), grup 2 ile grup 3 arasinda (p=0,01),
grup 3 ile grup 4 arasinda (p=0,01) anlamli fark bulundu. Grup 1 ile grup 3 arasinda (p =
0,70) ve grup 2 ile grup 4 arasinda (p=0,86) anlamli fark bulunmadi. Bu durum 14. ve 21.
Giinlerde saf PLGA nanofiberlerin yara iyilesmesi iizerine kontrol grubuna gdre anlamli bir
etkisi olmadig1 ancak giimiis nanopartikiil ytiklenmis PLGA nanofiberlerin ve tar¢in 6ziitii ile
indirgenmis enkapsiile giimiis nanopartikiil iceren PLGA nanofiberlerin yara iyilesmesini
anlamli olarak hizlandirdiklar1 gosterildi. eAgNP/PLGA nanofiber grubunda 3 adet yara,
AgNP/PLGA grubunda 2 adet yara 21. Giiniin sonunda tamamen kapandi. eAgNP/PLGA
nanofiber grubunda yara kapanma orani ve hizi AgNP/PLGA grubuna gore daha fazla
olmasina ragmen istatiksel agidan aralarinda anlamli fark bulunamadi (p>0,05). Sonuglarimiz
AgNP/PLGA nanofiberlerin ve tar¢inin yara iyilesmesini olumlu etkiledigini gosteren literatiir

calismalari ile uyumludur ( (97), (98), (90)).

Epitelizasyon agisindan yapilan degerlendirmede gruplar arasinda 7. Giinde anlamli
bir fark bulunamadi. 14. Giinde AgNP/PLGA grubunda epitelizasyonun kontrol ve saf PLGA
grubundan anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii (p<0,05). 21. Giinde eAgNP/PLGA ve
AgNp/PLGA gruplarinin epitelizasyon ortalamalarinin benzer ve kontrol grubu ile saf PLGA
grubundan anlamli olarak daha fazla oldugu goriildi (p<0,05). Tekrarlayan 6l¢timlerde
gruplarin zamana bagl degisimleri incelendiginde eAgNp/PLGA ve AgNP/PLGA gruplarinin
7. Giinde kontrol ve saf PLGA gruplar1 ile benzer olduklar1 ancak 14 ve 21. Giinlerde
epitelizasyon hizlarinin daha fazla oldugu goriildii (p<0,05). 21. glinde eAgNP/PLGA
grubunun epitelizasyon ortalamasi1 AgNP/PLGA grubundan fazla olmasina ragmen aralarinda
istatiksel bir fark saptanmadi (p>0,05). Bu durum ilk hafta eAgNp/PLGA ve AgNP/PLGA
nanofiberlerin epitelizasyonu hizlandirmadigi ancak sonraki haftalarda epitelizasyonu

hizlandirarak yara iyilesmesine olumlu katki sagladigini gostermektedir.

Anjiogenez agisindan yapilan degerlendirmede gruplar arasinda 7. glinde istatiksel

anlaml fark saptanmadi (p>0,05). 14. Gilinde eAgNP/PLGA ve AgNP/PLGA gruplarinda
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anjiogenezisin kontrol ve saf PLGA gruplarindan anlamli olarak daha yiiksek oldugu goriildii
(p<0,05). 21. giinde ise gruplar arasinda anlami fark saptanmadi. Giimiis nanopartikiil ve
enkapsiile glimiis nanopartikiillerin anjiogenezisi uyararak yara iyilesmesini hizlandirdiklar
ancak yara olgunlagmaya basladiginda anjiogenezisin normal degerlere geri dondiigii

distintilmektedir.

Inflamasyon agisindan yapilan degerlendirmede 7. ve 21. Giinlerde gruplar arasinda
fark saptanmadi (p>0,05). 14. Giinde grup 1 ve grup 3 arasinda anlaml fark oldugu (p=0,006)
ve saf PLGA grubunda inflamasyonun daha siddetli seyrettigi goriildii. PLGA biyobozunma
stirecinde yabanci cisim etkisi gostererek uzamis inflamasyona sebep oldugu diistiniilmiistiir.
Grup 2 ve grup 4 PLGA igermelerine ragmen inflamasyon siddetlerinin kontrol grubuna
benzer seyretmesi icerdikleri glimiis ve tar¢inin anti-inflamatuar etkisine bagli oldugu
diistintildii. Ayrica grup 2 de inflamasyonun diizenli olarak azalmasi (7. Glin=2,67

14.Giin:2,17 21.Giin:1,5) igerdigi tar¢in Oziitiine baglanmustir.

Inflamatuar hiicre tipine yonelik degerlendirmede 7., 14. Ve 21. Giinlerde gruplar
arasinda anlamli fark saptanmadi (p>0,05). Yaralanma bolgesine sirasiyla notrofiller,
makrofajlar ve lenfositler girerler. Inflamasyonun erken evresinde nétrofiller yara
bolgesindeki baskin hiicrelerdir ve bolgedeki tiim hiicrelerin yarisini olusturabilirler. Zamanla
yara bolgesine makrofajlar ve ardindan lenfositler gelir (99). 7. Giinde tiim gruplarda nétrofil
agirlikli inflamatuar hiicreler goriiliirken 21. Giinde lenfosit-plazmosit agirlikli inflamasyon
goriildii. Literatiir ile uyumlu olan bu siralamada inflamasyon siirecinin uzama sebebi yara

ylizeyinin genis olmasi olabilir.

Epiteloid histiyositlerin kdkeni, miyeloid onciillerin genisleyip periferik
dolasima giren monositlere olgunlagmasiyla kemik iligi icinde baslar. Dokulara alindiginda
olgun monositler histiyositler olarak yeniden adlandirilir. Yabanci cisimleri ¢evrelemek i¢in
miiltiniikleer dev hiicreler olusur. Histiyositlerin tarihsel olarak sadece akut yara tepkisine
katildigina inaniliyordu, ancak daha yakin zamanlarda aktive edilmis histiyositlerin, olgun
yaralarin inflamatuar ortaminda bulunarak anjiyogenez, matriks dongiisii ve yeniden
sekillendirme agamalarinda etki ettikleri diisiiniilmektedir (100). Siganlarda topikal olarak
uygulanan fosfolipid biiylime faktorii lizofosfatidik asidin (LPA) in vivo bir ¢aligmast,
histiyositlerin belirgin bir sekilde yukari regiilasyonu sonrasi yara iyilesmesinin olumlu
etkilendigin gostermistir (101). Calismamizda CD68 pozitif histiosit ve multiniikleer dev
hiicre miktar1 agisindan yapilan Istatiksel degerlendirmede 7. Ve 14. Giinlerde gruplar

arasinda anlaml fark saptanmadi (p>0,05). 21. Giinde ise kontrol grubu ile saf PLGA
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arasinda ve eAgNP/PLGA ile saf PLGA arasinda anlamli fark oldugu saptandi (p<0,05).
Watson ve ark. akut iyilesme fazi sirasinda 5-FU tedavisinde yara iyilegsmesinin olumlu
etkilenmesinde artan histiosit miktariin etkili olabilecegi ancak emilmemis siitiir materyali
cevresinde olusan yabanci cisim multiniikleer dev hiicre graniilomlarinin oldugunu belirttiler
(102). Calismamizda yara iyilesmesi daha iyi olmamasina ragmen saf PLGA grubunda CD68
pozitif histiosit ve multiniikleer dev hiicre miktarinin fazla olmasi saf PLGA’ya kars1 viicudun

verdigi yabanci cisim reaksiyonu olabilir.

Fibroblast proliferasyonu agisindan yapilan degerlendirmede 7. Giinde grup 2
(ort=2,17) ve grup 4te (ort=2,33) grup 1 (ort=1,83) ve grup 3e (ort=1,83) gore daha daha
belirgin oldugu goriildii. Istatiksel degerlendirmede gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p>0,05). 14. Giinde grup 2 (ort=2,83) ve grup 4te (ort=2,83) grup 1 (ort=2,67) ve
grup 3e (ort=2,5) gore fibroblast proliferasyonun daha belirgin seyretmeye devam ettigi
goriildii ancak istatiksel degerlendirmede gruplar arasinda anlamli bir fark saptanmadi
(p>0,05). 21. Giinde fibroblast proliferasyonu agisindan gruplar arasinda anlamli bir fark
saptanmadi (p>0,05).
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6. SONUC

Bu ¢alismada PLGA nanofiberlere yiiklenmis antibakteriyel etkisi oldugu bilinen ve
yara iyilesmesinde kullanilan glimiis nanopartikiillerin ve anti-inflamatuar 6zellige sahip
tarcin Oziitii ile indirgenmesi sonucu iiretilen glimiis nanopartikiillerin yara iyilesmesine etkisi
incelendi. PLGA nanofiberlere yiliklenmis giimiis nanopartikiillerin ve tarcin 6ziitii ile
indirgenmis enkapsiile giimiis nanopartikiillerin yara iyilesmesinde histopatolojik olarak
anjiogenezi hizlandirarak, inflamasyon siddetini azaltarak epitelizasyonu hizlandirdiklar1 ve
makroskobik olarak yara iyilesmesini hizlandirdiklar1 bulunmustur. AGNP/PLGA ve
eAgNP/PLGA nanofiber malzemelerin yara iyilesmesini hizlandirabilecek potansiyel
biyobozunur yara bakim {iriinleri oldugu ve daha fazla hayvan igeren deneysel caligmalar ile
etki mekanizmalar1 incelendikten sonra klinik ¢aligmalarda degerlendirilebilecegini

diistinmekteyiz.
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