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Gozenekli Film — Peptit Nanopartikiil Hibrit Yapilarn ila¢ Salimi Yapan Yara Ortii Malzemesi Olarak Degerlendirilmesi

One Cikanlar:

*  Yara Ortiisii
*  Hibrit yap
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Anahtar Kelimeler:
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OZET:

Nefes figiirii (Breath Figure) ile polimerik yiizeylerde desen ve gdzenek olugturma yontemi oldukg¢a yeni
olup, bir polimer litografi teknigi olarak literatiirde yerini almistir. Teknolojik maliyetinin diisiik olmasi,
cevre dostu olmast ve toksik kimyasallar kullanilmamasi gibi avantajlar1 sayesinde biyomalzeme
iretiminde Ozellikle gozenekli membran, yara ortiileri ve doku iskelelerinin {iretiminde tercih
edilmektedir. Biyouyumlu ve biyobozunur poliiiretanlar biyomalzeme iiretiminde kullanilan polimerlerin

* Nefes figiirii

» Politiretan

» Difenilalaninamid
e Kurkumin

*  Peptit nanopartikiil

basinda gelmektedir. Caligmada, nefes figiirii teknigi ile iiretilen poliliretan filmlerin gdzenekleri igine
kurkumin yiiklii difenilalaninamid peptit nanopartikiiller entegre edilerek bir hibrit yara ortii malzemesi
dizayn edilmistir. Biyouyumlulugu, kimyasal olarak modifiye edilebilirligi, kolay ve ucuz
sentezlenebilirligi, olaganiisti dayanikliligi, termal ve kimyasal stabiliteleri sayesinde peptit
nanopartikiiller biyomedikal uygulamalarda 6zellikle ila¢ salim uygulamalarinda siklikla kullanilmaktadir.
Kurkumin diisik molekiil agirlikli bir fenolik bitki bilesenidir. Antioksidan, antienflamatuar,
antibakteriyel ve antiviral gibi farmakolojik 6zelliklerinden dolay1 yara tedavilerinde etken madde olarak
kullanilmaktadir. Deneysel ¢alismalar kapsaminda, farkli BF parametreleri ile iiretilen politiretan filmler
151k mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak karakterize edilmis ve morfolojik
ozellikleri bakimindan yara &rtii malzemesi olmaya en uygun aday segilmistir. Hazirlanan kurkumin yiiklii
peptit (FFA/Ccm) nanopartikiiller zayiflatilmig toplam yansima — Fourier doniisimlii kizil6tesi (ATR-
FTIR) spektroskopisi ve elektron mikroskopisi ile karakterize edilmistir. FFA/Ccm nanopartikiillerin
kurkumin yiikleme kinetikleri UV-goriiniir bolge spektrofotometrisi ile degerlendirilmistir. Poliiiretan
filmin gozenekleri igine FFA/Cem nanopartikiillerin gémiilmesi ile elde edilen hibrit yara Ortiisiiniin
morfolojik analizleri SEM ile ve kurkumin salim kinetikleri UV-goriiniir bolge spektrofotometrisi ile
incelenmistir. Son olarak, hibrit yara Ortiisiiniin sitotoksisite testleri L929 fare fibroblast hiicre hattinda
MTT yontemiyle degerlendirilmistir. Gelistirilen hibrit yara Ortii malzemesinin biyomedikal
uygulamalarda kullanimi gelecek vadetmektedir.

Evaluation of Porous Film — Peptide Nanoparticle Hybrid Structures as Drug-Releasing Wound Dressing Material

Highlights: ABSTRACT:
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Breath Figure (BF), which is used to create patterns and pores on polymeric surfaces, is a polymer
lithography technique. It is preferred in the production of biomaterials, especially porous membranes,
wound dressings and tissue scaffolds, thanks to its advantages such as low technological cost,
environmental friendliness and non-toxic chemicals. Biodegradable and biocompatible polyurethanes
(PU) are the leading polymers used in biomaterial fabrication. In this study, porous PU films are
fabricated with the BF method. Curcumin-loaded diphenylalanine (FFA/Ccm) peptide nanoparticles are
integrated into the pores of films. Peptide nanoparticles are frequently used in biomedical applications,
especially in drug release, thanks to their biocompatibility, chemical modifiability, inexpensive synthesis,
and thermal and chemical stability. Curcumin is a natural phenolic compound. It is used as an active agent
in wound treatments due to its pharmacological activities such as antioxidant, anti-inflammatory,
antibacterial and antiviral. Within the scope of experimental studies, PU films produced with different BF
parameters were characterized using light microscopy and scanning electron microscopy (SEM). The
most suitable candidate for wound dressing material was evaluated in terms of their morphological
features. Characterization of FFA/Ccm NPs was performed by attenuated total reflectance — Fourier
transfrom infrared (ATR-FTIR) spectroscopy and SEM. Curcumin loading kinetics of nanoparticles were
evaluated by UV-visible spectrophotometry. Morphological analyzes of the hybrid wound dressing
obtained by embedding NPs in the pores of the PU film were investigated by SEM. Curcumin release
kinetics of hybrid wound dressing was investigated by UV-visible spectrophotometry. Finally, the
cytotoxicity of the hybrid wound dressing was evaluated by the MTT method. The use of the developed
hybrid material as a wound dressing in biomedical applications is promising.
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GIRIS

Deri siirekli olarak fiziksel, kimyasal ve mikrobiyal dig etkilere maruz kalan viicudun en dis
organidir. Dis diinya ile viicut arasinda bir bariyer gorevi gérmektedir. Bu bariyer organ sik sik yanma,
yaralanma ya da fiziksel travmalar sonucunda hasar goérebilmektedir. Ciltte meydana gelen bu hasarlar
bir dizi karmasik ve zaman alic1 yara iyilesmesi siireglerini baslatmaktadir. Kronik yaralar (diyabetik
iilserler, venoz iilser vb.) patolojik olarak gecikmis ve yetersiz iyilesme ile hastalarin hayatlarini
olumsuz yonde etkilemektedir. Yara iyilesmesini hizlandirmak ve skar olusumunu azaltmak i¢in ¢esitli
yara ortii malzemelerinin gelistirilmesi tiim diinyada yiikselen arastirma konularindan biridir. Ideal bir
yara Ortli malzemesi yara ¢evresini nemli tutmali; epidermal migrasyonu arttirmali, anjiyogenez ve
bagdoku sentezini tegvik etmeli; yarali doku ve gevresi arasinda gaz gecisine izin vermeli; uygun doku
sicakligint muhafaza etmeli, antimikrobiyal ve antifungal 6zelligi ile enfeksiyon olusumunu 6nlemeli;
dokuya yapismamali, travmasiz ve acisiz bir sekilde ¢ikarilabilmeli; mekanik koruma saglamali, toksik
ve alerjik olmamali; kullanimi1 kolay ve de ucuz olmalidir. (Dhivya ve ark., 2015; Gonzalez ve ark.,
2016). Yaray1 dis etkilerden ve kontaminasyonlardan korumak i¢in pasif ve fiziksel bir bariyer gorevi
goren geleneksel yara Ortii malzemelerinin yerini zamanla antibiyotik ve yara iyilestirici ilaclar iceren
ortli malzemeleri almistir. Biyoaktif madde tasiyan ve bu maddelerin kontrollii salimini yapan
biyouyumlu nanopartikiillerin yara ortii malzemelerine entegre edilmesi yara iyilesmesi ¢alismalarinda
c1gir agmustir (Ferreira ve ark., 2014; Berthet ve ark., 2017; Ren ve ark., 2018; Jiang ve Loo, 2021).

Politiretan ve polikaprolakton gibi sentetik ve kitin, kitosan gibi dogal polimerler kullanilarak
cok 1iyi yara iyilestirme performanslar1 olan yeni nesil yara ortiileri gelistirilmektedir. Poliiiretanlar
(PU) biyouyumlulugu, iyi bariyer 6zellikleri, ince, esnek, dayanikli, transparan, yara bolgesine yapisan
ve gaz gegirgenligi gibi iistiin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinden dolay1 yara ortiisli uygulamalarinda
siklikla kullanilan polimerlerdir. Poliiliretan yara Ortiileri yarayr nemli tutarak ve inkiibatér benzeri
mikroortam olusturarak yara iyilesme siirecini hizlandirmakta ve skar olusum riskini azaltmaktadir
(Eskandarinia ve ark., 2020; Esmaeili ve ark., 2020).

Polimer bir yiizeyi gézenekli hale getirmek i¢in kullanilan en diisiik maliyetli ve ¢evre dostu
yontem Nefes Figiirii (Breath Figure) yontemidir. Nefes figilirii gilinliikk hayatta ¢okca karsilasilan bir
olgudur. Bir ortamda gaz halinde bulunan su molekiillerinin soguk bir yiizeyle temas1 sonrasi sivi hale
gecmesi prensibine dayanir. Bu yontem belli bir bagil nem ortaminda kapali bir sistem igerisinde
uygulanmaktadir. Polimer ¢ozeltisinin cam veya silikon gibi bir yiizeye yayilmasinin akabinde polimer
cozeltisindeki ¢oziicli hizla buharlagarak polimer ¢6zeltisinin yilizey sicaklifinin diismesine sebep olur.
Sistemde bulunan yiiksek nem oranindan dolay1, nem kaynagi olarak kullanilan su, metanol, etanol vb.
molekiilleri polimer yiizeyinde ¢ekirdeklenir, biiyiir ve koagiile olur. Yogunlasan damlalar hegzagonal
yapida bal petegi benzeri diizenlenmeler yaratir (Daban ve ark., 2019). Nefes Figiirii polimer bazli
gbzenekli membranlarin iiretiminde en ¢ok kullanilan yontemlerden biridir (Cong ve ark., 2012; Wan
ve ark., 2012; Kawano ve ark., 2014; Chen ve ark., 2015; Daban ve ark., 2019). Poliiiretanlar yiiksek
molekiiler agirliklar1 ve diisiik suda ¢oziiniirliiklerinden dolayr su buharinin bulundugu ortamda kolay
stabilize olurlar. Bu yiizden nefes figiirli uygulamalari i¢in uygun adaylardir.

Kurkumin (diferuloyil metane) Curcuma longa (zerdecal) bitkisin koklerinden ekstrakte edilen
diisiik molekiil agirlikli dogal bir polifenoldiir. Kurkumin farmakolojik olarak antibakteriyel, antiviral,
antitimor, antioksidan, antiamiloyid ve antienflamatuvar aktiviteye sahiptir (Alam ve ark., 2012).
Kurkumin serbest radikal yakalama 6zelligi ile yara iyilesme siirecinde ortaya ¢ikan ve enflamasyona
neden olan reaktif oksijen tiirlerini yok ederek iyilesmeye katkida bulunmaktadir (Gong ve ark., 2013;
Pankongadisak ve ark., 2019). Kurkumin anjiyogenezi, fibroblast proliferasyonunu, graniil doku
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olusumunu, kollajen migrasyonunu ve depolanmasini artirarak yara iyilesmesini hizlandirmaktadir
(Akbik ve ark., 2014; Ghaee ve ark., 2019). Ek olarak, antibakteriyel, antiviral ve antifungal etkileriyle
yara dokusunu enfeksiyonlara karsi korumaktadir. Tiim bu sayisiz terapotik ozelliklerine ragmen
kurkuminin hidrofobik dogasi onun farmakolojik uygulamalarda kullanimini sinirlamaktadir. Bu
ylizden kurkumin suda ¢oziiniirliigiinli ve biyoyararlanimini artirmak i¢in nanopartikiillere enkapsiile
edilmektedir (Pandit ve ark., 2018).

Hidrofilik bir tastyici sisteme hidrofobik ila¢ yiiklenmesi giiniimiizde hala zorluklarla dolu ve
¢ozlimsiiz bir sorun olarak durmaktadir. n-m istiflenmesi, hidrojen baglar1 ve elektrostatik
etkilesimlerin birlikte rol aldigi peptit-ilag birlikte diizenlenmesi (coassembly) bu soruna ¢oziim
olabilecek yontemlerden biridir. Kurkumin ve difenilalaninamid dipeptidi hidrofobik dogalari ve
aromatik fenil gruplarindan dolayr (Sekil 1) m-m istiflenmesi vasitasiyla birlikte diizenlenme
yapabilmektedirler (Altunbas ve ark., 2011; Alam ve ark., 2012; Zhang ve ark., 2019). Peptitler ve
proteinler kendiliginden diizenlenme yapabilen “akilli islevsel malzemeler” olarak adlandirilirlar ve
nanotlip, nanogubuk, nanopartikiill, nanovezikiil ve nanofibril yapilara diizenlenebilirler
(Kumaraswamy ve ark., 2011).

Sekil 1. Difanilalaninamid (FFA) ve Kurkuminin Kimyasal Yapisi

Sunulan c¢aligmada, Difenilalaninamid (FFA) dipeptidi ve kurkuminin birlikte diizenlenmesi ile
elde edilen kurkumin yiiklii nanopartikiiller Nefes figiirii yontemiyle iiretilen pordz filmin gézenekleri
icine gomiilerek ila¢ salimi yapan hibrit yara ortli malzemesi gelistirilmistir. Bu hibrit yapinin
kurkumin yiikleme ve salim kinetikleri ve sitotoksik 6zellikleri incelenmistir.

MATERYAL VE METOT

Kullanilan Kimyasallar

Deneysel calismalarda medikal kullanima uygun termoplastik poliiiretan (Lubrizol, Ohio, ABD)
kullanilmistir. Polimerin kloroform (Sigma-Aldrich, Almanya) igerisinde %5’lik stok c¢ozeltisi
hazirlanmistir. %1°1lik ¢ozelti bu stok ¢ozeltinin seyreltilmesiyle elde edilmistir. Stok c¢ozelti oda
kosullarinda agz1 kapali olarak saklanmigtir. Peptit nanopartikiil sentezinde Difenilalaninamid (FFA)
dipeptidi (H-Phe-Phe-NH,.HC1) (Bachem, Isvicre) kullanilmistir. Etken madde olarak kullanilan
kurkumin Sigma Aldrich (Almanya)’ten temin edilmistir.

Nefes figiirii yaklasimi ile gozenekli poliiiretan filmlerin iiretilmesi

Polimer ¢dzeltisi uygulanacak yiizey (alt tas) olarak cam mikroskop lameli kullanilmustir. Tlk
olarak, alt tas lizerindeki istenmeyen oksitler ve kontaminasyonlarin uzaklastirilmasi i¢in piranha
cozeltisi icerisinde bekletilerek temizlenmis ve azot gaziyla kurutulmustur. Projede nem kaynagi
olarak distile su kullanilmistir. Temizlenip kurutulan alt tas, icerisinde nem kaynagi olan kapali sistem
icine yerlestirilmis ve sistem belitlenen nem yiizdesine gelene dek bekletilmistir. Istenen nem oranima
ulasildiginda %1’lik poliiliretan ¢ozeltisi alt tag {lizerine damlatilmistir. Belirlenen uygulama siiresi
kadar sistem kapali tutulmustur. Bu siire igerisinde poliliretan ¢ozeltisi igerisinde bulunan ¢oziicii
buharlasir ve ortamdaki su buhari polimer film {izerine yogunlasarak gdzenek olusumunu saglar. Siire
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sonunda sistem agilarak gozenekli PU filmler ileri karakterizasyon ve uygulamalar i¢in kurumaya
birakilmistir (Daban ve ark., 2019).

Gozenekli poliiiretan filmlerin karakterizasyonu

Gozenekli politiretan filmlerin morfolojik karakterizasyonu ters 1s1k mikroskobu (Nikon Eclipse
Ti2, Japonya) ve taramali elektron mikroskobu — SEM (EVO 50 EP, Carl Zeiss, Almanya) ile
yapilmistir. Elektron mikroskobu analizleri 6ncesinde filmler altin ile kaplanmistir. Filmlerin ortalama
gozenek boyutlart mikroskop goriintiileri tizerinde Image J (NIH Image) yazilimi ile yapilan analizler
ile hesaplanmistir. Her bir PU filmin gozenekliligi (p) Esitlik 1. e gore hesaplanmistir (Ren ve ark.,
2018).

n
i=15i

p==5= (1
Burada, S; her bir gozenegin capi, n ylizeydeki gozeneklerin sayist ve S ise gozeneklerin
bulundugu film yiizeyinin alanidir.
Temas acist dlglimleri duragan damla temas agis1 6l¢iim yontemiyle (Biolin Scientific, Attenson
Theta, ABD) deiyonize suya kars1 yapilmistir (n=3). Yaklasik olarak 1 pL kadar saf su membran
yiizeyine damlatilarak goriintii alinmakta ve temas agis1 bu goriintii iizerinden 6l¢iilmektedir.

Kurkumin yiiklii FFA peptit nanopartikiillerin (FFA/Cecm NP) sentezlenmesi

Kurkumini FFA nanopartikiillere yiiklemek i¢in, FFA peptidi 100 mg/mL 1,1,1,3,3,3-hekzafloro-
2-propanol (HFP) ¢oziiciisiinde ¢oziilerek FFA stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Kurkumin ise 20 mg/mL
derisimde dimetilsulfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek Cecm stok ¢ozeltisi hazirlanmistir. Ccm ve
FFA stok ¢ozeltilerinden Ccm/FFA orani sirasiyla 10:10 pL, 20:10 pL, 30:10 pL, 40:10 pL ve 50:10
pL olacak sekilde ayr1 viallerde karistirilmistir. Her bir vialdeki ¢ozelti Cem:FFA son derigim orani
0.2:1, 0.4:1, 0.6:1 0.8:1 ve 1:1 olacak sekilde %0.06 ik glutaraldehit (GA) ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.
Herhangi bir ¢okelti olusmasim1 Onlemek icin stok ¢ozeltiler her deneyden once taze olarak
hazirlanmistir. Daha sonra reaksiyonun, peptit-ila¢ kendiliginden diizenlenmesinin tamamlanmasi i¢in
¢ozelti 24 saat oda sicakliginda inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda, arta kalan HFP ve GA’in
sitotoksik etkisini elimine etmek i¢in nanopartikiiller 12000 rpm’de 15 dakika santriflij edilerek
deiyonize su ile ii¢ kez yikanmustir.

Kurkumin yiiklii FFA peptit nanopartikiillerin (FFA/Cem NP) karakterizasyonu

Nanopartikiillerin morfolojik karakterizasyonlar1 SEM (EVO 50 EP, Carl Zeiss, Almanya) ve
kimyasal karakterizasyonu ATR-FTIR spektroskopisi ile yapilmistir. Yiizde ilag¢ yiikleme kapasitesi
nanopartikiile ila¢ yliklendikten sonra yapilan yikama islemlerinden toplanan siipernatanlardaki
kurkuminin (artan Ccm) Nanodrop ND-1000 spektrofotmetresi (Thermo Scientific, ABD) kullanilarak
426 nm’deki absorbansi ol¢iilerek hesaplanmistir. Referans standart kurkumin ¢oézeltileri kullanilarak
elde edilen kalibrasyon egrisinden yola ¢ikarak asagidaki Esitlik 2 ve 3 kullanilarak nanopartikiiliin
kurkumin yiikleme verimi (Y'V) ve yilikleme kapasitesi (YK) hesaplanmistir.

eklenen Ccm (g)—artan Ccm (g)

%YV =

x 100 )

eklenen Ccm (g)

yiklenen Ccm (g)

% YK = x 100 3)

Ccm yiikli nanopartikil (g)
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PU Film—FFA/Cem NP hibrit yara ortii malzemesinin iiretilmesi

Pordz film-nanopartikiil hibrit yapilar, nanopartikiil dispersiyonunun goézenekli film yiizeyine
damlatilmas1 seklinde tek basamakli bir prosediir yoluyla kolayca hazirlanabilmektedir.
Nanopartikiiller dispersiyondaki suyun buharlasmasi esnasinda olusan kapiler kuvvetler yoluyla
porlarin i¢inde diizenli bir sekilde birikmektedir (Yabu ve ark., 2006). 1 cm ¢apindaki gozenekli PU
film tizerine 100 uL FFA/Ccm NP siispansiyonu damlatilarak yayilmis ve oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir.

PU Film—FFA/Ccem NP yibrit yara ortiisiiniin in vitro kurkumin salim

Cap1 1 cm olan disk yapidaki hibrit yara 6rtlii malzemesinin ilag salim kinetikleri simiile edilmis
yara (SYS) sivist ¢ozeltisi (pH 7.4) icerisinde belirlenmistir (n=3). Simiile edilmis yara sivis1 5.84 g/L
NaCl. 3.36 g/L NaHCOs. 0.29 g/L KCl, 0.27 g/L CaCl, 33.0 g/L BSA ve %0.01 sodyum azid
deiyonize su igerisinde hazirlanmistir. Salim ortamina kurkuminin diisiikk ¢oziiniirliiglinden dolay1
Olclimiinii saglayabilmek i¢cin %0ES (w/v) tween 80 eklenmistir. Salim caligmalar1 5 mL SYS iceren
kapakli cam tiiplerin igerisinde 37°C’de ve 85 rpm su banyosunda 7 giin inkiibe edilerek
gerceklestirilmistir. Salim ortamindan 6nceden belirlenen periyodik araliklarla 5 pL 6rnek alinarak
cozeltideki kurkumin miktart UV spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Elde edilen veriler
dogrultusunda ilag salim profilleri Esitlik 4 ile hesaplanmistir. Esitlikteki m belirlenen zamanda
salinan kurkumin miktarini, m; ise hibrit filmde hapsedilen toplam kurkumin miktarin1 géstermektedir.

% Salim = = x 100 (4)
mg

Sitotoksisite testleri

Yara Orti malzemesi olarak kullanilacak Ornekler i¢in indirekt sitotoksite deneyleri
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda ISO 10993-5 standardinda belirtildigi sekilde 1.929 fare fibroblast
hiicre hatt1 kullanilmustir. ilk olarak, PU filmler 30 dk UV 1s13a maruz birakilarak sterilize edilmistir.
Sonrasinda, %70’lik etil alkol ve fosfat tampon ¢ozeltilerine (PBS) ve saf suya daldirilarak yikanmis
ve steril kosullarda kurumaya birakilmistir. Sitotoksisite calismalarinda kullanilacak FFA/Ccem
NP’lerin sentezi steril kosullarda laminer hava akish kabin igerisinde ve steril kimyasallar kullanilarak
yapilmistir. Tiim cam malzemeler otoklav kullanilarak 121 °C’de 30 dk sterilize edilmistir. Hibrit yara
Ortii malzemesi yukarida agiklanan yontemle laminer hava akisli kabin igerisinde hazirlanmis ve
kurumaya birakilmistir. Hibrit yara oOrtii malzemesinin sitotoksisite testleri MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoluim bromide) testi ile L929 fare fibroblast hiicre hatti
tizerinde yapilmistir. Buna gore, L929 hiicre hatt1 %10 FBS’li Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM) besiyerinde %5 CO?2 inkiibatoriinde 37°C’de kiiltlire edilmistir. Hiicreler istenen doluluk
oranlarina ulastifinda 0.25% tripsin/EDTA ¢6zeltisi ile yiizeyden kaldirilarak ve 3000 rpm’de 3 dk
santrifiij edilerek toplanmistir. Tekrar FBS’li DMEM igerisinde dagitilarak ve 3x10° hiicre/kuyucuk
olacak sekilde plakalara ekilerek 24 saat inkiibatorde kiiltiire edilmistir.

Ornek ekstrakt1 1 cm capl disk seklinde aseptik kosullarda hazirlanmis hibrit filmler serumsuz
DMEM igerisinde 37°C’de 72 saat inkiibe edilerek hazirlanmistir. Hiicre tutunmasi gergeklestikten
sonra kuyucuklar PBS ile iki kez yikanmistir. Ornek ekstrakt: her bir kuyucuga eklenerek hiicreler bu
ekstrakta maruz birakilmistir. Kontrol grubuna 6rnek ekstrakti yerine serumsuz DMEM eklenmistir. 24
saatlik inkiibasyonun ardindan ekstrakt igeren besiyerleri atilarak kuyucuklara MTT c¢ozeltisi (5
mg/mL) eklenmistir. 4 saat karanlikta inkiibe edildikten sonra ortam aspire edilmis ve formazan
tuzlarmin uzaklastirilmas: i¢in 0.04 M izopropanol-HCI eklenmistir. Hiicre canlilik yiizdeleri

mikroplaka okuyucu ile 570 nm’deki absorbanslar dl¢iilerek hesaplanmistir.
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BULGULAR VE TARTISMA

Gozenekli Poliiiretan Filmlerin Uretilmesi ve Karakterizasyonu

Sekil 2’de farkli bagil ortam nemi ve farkli uygulama siirelerinde nefes figiirii ile iiretilen
poliliretan gozenekli filmlerin 151k mikroskobu goriintiileri ve sekil 3’de bu filmlerin gozenek cap1
dagilim grafikleri yer almaktadir. Bu veriler incelendiginde, %60 ve %65 nem oranlarinda ortamdaki
su buhar1 miktar1 ve su buharina maruz birakma siiresi arttikca gézenek boyutunun kiictildiigii
gozlemlenmektedir. Ancak, bu trende gore %70 nem oraninda iiretilen filmlerde gozenek ¢apinin daha
da kiiclilmesi beklenirken, bu sekilde olmamis ve hatta bir miktar artmistir. Bu sonug¢ polimer film
tizerinde yogunlasan su buhar1 damlaciklarinin nem oraninin artmasina bagli olarak birlesip gbzenek
boyutunu artirmasiyla iligkilendirilebilir. Organik bir ¢oziicii igerisindeki su molekiilleri sivi-hava ara
yiizeyindeki gii¢lerin kontroliiyle ¢ekirdeklenmekte, birikmekte ve birbiriyle birleserek polimer
tabakaya gomiilmektedir. Bu durum literatlirde detayl1 olarak calisilmis ve aciklanmistir (Anand ve
ark., 2015). Bagil nem oran1 %70 gibi yogun oldugunda sivi-hava ara yiizeyindeki gii¢lerin artmasina
bagli olarak su buhar1 damlaciklarinin birlesmesi gozenek ¢apinda artis goriilmesine neden olmustur.

PU filmlerin bagil nem oranina ve uygulama siiresine bagli olarak gdézenek g¢aplarinin dagilim
grafikleri incelendiginde gozenek ¢api kiiciildiikce, gdzeneklerin es boyutlu dagilim gosterdigi dikkat
cekmektedir. Isik mikroskobu goriintiileri ile birlikte yorumlandiginda, %60 bagil nem oraninda 20 dk
(sekil 3(G)) ve %65 bagil nem oraninda 10 ve 20 dk’da (sekil (E ve H)) tiretilen PU filmler hem daha
kiigiik gbzenek boyutuna hem de es boyutlu gézeneklere sahiptirler.

Sekil 2. %60 Bagil Ortam Neminde (A) 5 dk, (B) 10 dk, (C) 20 dk; %65 Bagil Ortam Neminde (D) 5 dk, (E) 10 dk, (F) 20
dk; %70 Bagil Ortam Neminde (G) 5 dk, (H) 10 dk ve (I) 20 dk Uygulama Siiresinde Uretilen PU Filmlerin Isik
Mikroskobu Gériintiileri (A, B, C, D, F, G ve I’daki Olgekler 20 um’yi, E ve H’deki Olgekler 25 pm’yi Ifade Etmektedir)

Gozeneklerine ilag yiikli nanopartikiill gomiilmiis yara Ortii malzemesi tasariminda film
gdzeneklerinin nispeten kiigiik ve es boyutlu olmasi malzemenin etkinligini artirmaktadir. Ozellikle,
gozeneklerin es boyutlu olmasinin ila¢g salimi iizerinde etkisinin oldugu diistiniilmektedir (Anand ve
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ark., 2015). Sunulan ¢alismada, yara ortlii malzemesi tasariminda kullanilacak PU filmin se¢iminde bu
kriterlerden yararlanilacaktir.
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Sekil 3. %60 Bagil Ortam Neminde (A), %65 Bagil Ortam Neminde (B) ve %70 Bagil Ortam Neminde (C) Farkli
Uygulama Siiresinde Uretilen PU Filmlerin Gézenek Cap1 Dagilim Grafikleri

Yara Ortli malzemelerinin dizayn edilmesinde en Onemli parametrelerden biri malzemenin
gozenekliligidir. Ozellikle gdzenekler icerisinde nanopartikiillerin  gomiildiigii malzemelerde
gozeneklilik oraninin yiiksek oldugu malzemeler tercih edilmelidir. G6ézenekli PU filmlerin ImageJ
yazilimi ile yapilan morfolojik analizleri sonucunda elde edilen istatistiksel hesaplamalar Tablo 1°de
verilmistir. Hesaplamalara gore, daha onceki ¢ikarimlarimizla da uyumlu olarak %60 bagil nem
oraninda 20 dk ve %65 bagil nem oraninda 10 ve 20 dk’da iiretilen gozenekli filmlerin ortalama
gozenek capi sirastyla 9.8+1.9, 7.1£1.1 ve 8.9 + 1.2 pm olarak hesaplanmustir. Uretilen PU filmlerin
gbzeneklilik oranlari incelendiginde, bu ii¢ 6rnekten %65 bagil nem oranina 10 dk (Sekil 3.1(E))
maruz birakilarak {iretilen PU filmin %51.65 ile en yiiksek gdzeneklilik oranina sahip PU film oldugu
belirlenmistir. Bundan sonraki deneysel ¢aligmalarda ve yara ortli malzemesi tasariminda %65 bagil
nem oranina 10 dk maruz birakilarak tiretilen PU filmler kullanilacaktir.

Sekil 4’te %65 bagil nem oranina 10 dk maruz birakilarak iiretilen PU filme ait SEM goriintiisii
verilmistir. ImageJ yazilimiyla yapilan analizler sonucunda filmin ortalama goézenek c¢ap1 151k
mikroskobu analizleriyle de uyumlu olarak 6.90+£1.03 um (n=120) olarak hesaplanmustir.

1126



Betiil BOZDOGAN 13(2): 1120-1133, 2023

Gozenekli Film — Peptit Nanopartikiil Hibrit Yapilarn ila¢c Sahmi Yapan Yara Ortii Malzemesi Olarak
Degerlendirilmesi

Cizelge 1. Farkli Bagil Nem Oranlarinda ve Farkli Uygulama Siirelerinde Uretilmis Gozenekli PU
Filmlerin Fiziksel Ozellikleri

Bagil nem Uygulama siiresi Ort. gozenek capi Gozeneklilik Temas acisi
(%) (dKk) (um) (%) ©
5 21.94+4.6, n, 33.2.£1.27 121
60 10 23.443.9,n, 37.43+2.64 126
20 9.841.9, n; 38.4.£3.90 131
5 20.5¢2.4, ny 44.75+3.23 126
65 10 7.1£1.1, ns 51.65+4.22 128
20 8.9+1.2, ng 41.45+1.76 130
5 20.243.1, n; 37.73+2.31 123
70 10 18.45+ 3.6, ng 35.10+1.12 126
20 23.3+4.2, ng 33.74+1.93 121

Not: n; - ny =50, ns- ng = 100. Standart sapma (£SS).

Sekil 4. %65 Bagil Nem Oranma 10 dk Maruz Birakilarak Uretilen PU
Kurkumin yiiklii FFA peptit nanopartikiillerin (FFA/Cem NP) karakterizasyonu

FFA nanopartikiillere kurkumin yiiklemesi ¢aligmalarinda Ccm: FFA orami 0.2:1, 0.4:1, 0.6:1,
0.8:1 ve 1:1 (M/M) olacak sekilde farkli Ccm ve FFA oranlar1 degerlendirilmistir. Ccm, FFA
nanopartikiil ve FFA/Ccm nanopartikiillerin (Ccm: FFA, 1:1) FTIR spektrumlar1 sekil 5’te verilmistir.
Spektrum incelendiginde, FFA nanopartikiiller (kirmizi spektrum) igin amid I bandindaki 1679 cm™
C=0 gerilme ve 1603 cm™ -NH, biikiilme titresimleri ile 1496 cm™ aromatik C=C gerilme titresimleri
karakteristiktir. Hatta, 1679 cm™’deki pik FFA dipeptidinin kendiliginden diizenlenmesinin B-tabaka
konformasyonda oldugunu isaret etmektedir (Altunbas ve ark., 2011). 2928 ve 2846 cm” C-H gerilme
titresimleri ve 699 cm™’deki benzen halkasina ait pik de yine FFA nanopartikiillere karakteristik olan
piklerdir (Bozdogan ve ark., 2017)). Kurkumine ait spektrumda ise, 3505 cm™ O-H, 1626 cm™ C=C
gerilme, 1601 cm™ simetrik aromatik halka gerilme ve 1151 cm™ C-O gerilme titresimleri kurkumin
icin karakteristiktir (Ghaee ve ark., 2019). Kurkumin yiikli FFA nanopartikiillerin IR spektrumu
incelendiginde, FFA nanopartikiile ait 699, 1680, 2928, 2846 cm”' ve kurkumine ait 1626 ve 1151 cm™
absorpsiyonlardaki piklerin birlikte yer aldig1 goriilmektedir. Bu sonug, kurkumin ve FFA dipeptidinin
birlikte diizenlenerek nanopartikiil olusturdugunu ispatlamaktadir.

1127



Betiil BOZDOGAN 13(2): 1120-1133, 2023

Gézenekli Film — Peptit Nanopartikiil Hibrit Yapilarin ila¢ Salim1 Yapan Yara Ortii Malzemesi Olarak
Degerlendirilmesi

Percent Tmnsmittance Percent Tmnsmittance  Percent Tmnsmittance

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers

Sekil 5. Ccm, FFA NP ve Cem yiiklii FFA Nanopartikiillerin FTIR Spektrumu

Aromatik halka ve amid grubu igeren bir¢ok hidrofobik ila¢ kendiliginden diizenlenen peptitlerle
n-n etkilesimleri ve hidrojen baglar1 yaparak birlikte diizenlenebilmektedirler (ing.; coassembly). Bu
peptit/ila¢ birlikte diizenlenmesi akilli ilag yiikleme metodu olarak literatiirde yerini almistir (Shi ve
ark., 2015; Zhou ve ark., 2018). Bu yontemle, oldukg¢a yliksek ylikleme verimi ve kapasitesi ve miithis
bir homojenite saglanabilmektedir. Bununla birlikte, enkapsiile edilen hidrofobik ila¢ uzatilmis salim
kinetigiyle salinmaktadir (Zhang ve ark., 2019) Calismada kullanilan Ccm ve FFA kimyasal
yapilarinda aromatik halka bulundurmaktadir (Sekil 1). Bu sayede, peptit/ilag birlikte diizenlenmesi
yaparak nanopartikiil olusturduklar1 diistiniilmektedir.

FFA/Ccm nanopartikiillerin morfolojik analizleri taramali elektron mikrograflar1 {izerinde
ImageJ yazilimi ile yapilmustir. Sekil 6’da kurkumin yiiklenmemis ve farkli oranlarda kurkumin
yiiklenmis FFA nanopartikiillerin SEM goriintiileri yer almaktadir. Goriintiiler analiz edildiginde, Ccm
yiikklenmemis FFA nanopartikiillerin ortalama cap1 553+40 nm iken, 0.2:1 oraninda Ccm yiiklenmis
FFA nanopartikiillerin ortalama c¢apt 720+194 nm’ye yiikselmistir (n=100). 0.4, 0.6, 0.8 ve 1.0
oraninda Ccm yiiklenmis FFA nanopartikiillerin ortalama caplar1 sirasiyla 601£126, 583+153,
447+115 ve 289+60 nm olarak hesaplanmistir (n=100). Sonugclar incelendiginde, FFA ve Ccm birlikte
diizenlenmesi siirecinde Ccm derisimi arttikca nanopartikiillerin  boyutlar1  kiiciilmekte ve
polidispersiteleri artmaktadir.
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Sekil 6. A) Kurkumin Yiiklenmemis, B) 0.2:1, C) 0.4:1, D)0.6:1, E)0.8:1 ve F) 1:1 Oraninda Kurkumin Yiiklenmis FFA
Nanopartikiillerin SEM Gériintiileri (6lgekler: 2 um)
Kurkuminin nanopartikiillere enkapsiile olma verimini hesaplamak i¢in ilk olarak standart Ccm
cozeltilerinin 426 nm dalga boyundaki absorpsiyonlar ile bir kalibrasyon grafigi elde edilmistir (sekil
7).
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Sekil 7. Kurkumine Ait Derisim-Absorbans Kalibrasyon Grafigi ve Dogru Denklemi (n=3)
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Kalibrasyon dogrusundan yola ¢ikarak nanopartikiillerin yikama sularindaki kurkumin miktarlar
belirlenmis ve nanopartikiiliin kurkumini % enkapsiile etme verimi ve kapasitesi hesaplanmistir.
Sonuglar ¢izelge 2’de verilmistir. Buna gore, FFA nanopartikiiller 0.2 ve 1 mg/mL araliginda farkl
derisimlerde kurkumini yaklasik %99 verimle enkapsiile edebilmektedir. Yani FFA dipeptidi, kendi
agirligi kadar kurkumini biinyesine hapsedebilmektedir. Bu olaganiistii bir yiikleme kapasitesidir ve bir
akillr ilag ylikleme yontemi olan peptit/ilag birlikte diizenlenmesinin bir sonucudur.

Cizelge 2. Nanopartikiiliin Enkapsiilasyon Verimi ve Kapasitesi (n=3)

. Enkapsiilasyon Verimi Enkapsiilasyon Kapasitesi
Ccm:FFA (%) (%)
0.2:1 99.0 16.5
0.4:1 99 .4 28.4
0.6:1 994 373
0.8:1 99.5 443
1:1 994 49.8

Standart sapmalar ihmal edilebilecek kadar kiigiik oldugu i¢in tabloya eklenmemistir.

PU Film-FFA/Ccm nanopartikiil hibrit yapilarin iiretilmesi

FFA/Ccm nanopartikiillerin  PU filmin gbzenekleri i¢inde diizenlenmesi nanopartikiil
dispersiyonunun direk olarak film yilizeyine damlatilip kurutulmasi1 yontemiyle gergeklestirilmistir. Bu
sayede, benzer hidrofobik karakterde olan PU film ve FFA/Ccm nanopartikiiller hidrofobik ve
nonkovalent giiclerin etkisiyle diizenlenmistir. Hibrit filmin SEM goriintiisii (Sekil 8) incelendiginde
film gozeneklerinin basarilt bir sekilde tamamen nanopartikiillerle kaplandigi dikkat ¢ekmektedir.
Nanopartikiiller PU filmin tiim gézeneklerini doldurmustur.

Sekil 8. Ccm:FFA Orani 0.2:1 Olan Nanopartikiil — PU Hibrit Filmin SEM Goriintiisii (6l¢ek 2 um)

Film-nanopartikiil hibrit yapilardan in vitro kurkumin salim

Hibrit yara 6rtli malzemesinin simiile edilmis yara sivisi igerisinde 37°C’de 7 giin boyunca
kaydedilmis kurkumin salim grafigi sekil 9°da verilmistir. Grafige gore, hibrit filmlerin kurkumin
salim kinetigi uzatilmis stirekli salim profili gdstermektedir. 7 giin sonunda 0.2:1 Ccm/FFA NP
bilinyesindeki ilacin %16.4’linii; 0.4:1 Ccm/FFA NP %21.9’unu; 0.6:1 Cem/FFA NP %27.5’1ni. 0.8:1
Cem/FFA NP %27’sini ve 1:1 Ccm/FFA NP ise %36.1’ini salmistir. Yapiya daha fazla kurkumin
yiiklenebiliyor olmasi daha fazla toplam kurkumin salimina neden olmaktadir. ilk 24 saatte ani salim
(ing.; burst release) olmasi kurkumin saliminin difiizyon kontrollii salim mekanizmasiyla kontrol
edildigini gostermektedir. ilk 24 saatten sonra tiim partikiillerden kurkumin salim hizi azalmaktadir.
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Bu geciktirilmis kurkumin salimi ve ayarlanabilir salim derisimi, kurkumin ve FFA dipeptidi
arasindaki n—n etkilesimine atfedilebilir (Zhang ve ark., 2019).
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Sekil 9. Ccm/FFA Nanopartikiillerin Kurkumin Salim Grafigi

Sitotoksisite testleri

Gelistirilen hibrit yara Ortiisii ile gerceklestirilen sitotoksisite testlerinin sonuglart sekil 10°da
verilmigtir. Buna gore, yara Ortli malzemesi olarak gelistirilen hibrit filmlerin L929 fare fibroblast
hiicrelerine karg1 sitotoksik etki gdstermedigi % hiicre canliligi hesaplamalarindan anlasilmaktadir.
Kontrol grubu olarak serumsuz DMEM besiyeri kullanilmistir ve buradaki hiicre canliligr %100 kabul
edilerek tiim deney gruplari kontrol grubuna gore yiizde hesaplanarak verilmistir. Hem PU film %107
canlilik oraniyla hem de deney gruplar1 Ccm:FFA oranlar 0.2:1, 0.4:1, 0.6:1, 0.8:1 ve 1.0:1 olan hibrit
filmler sirasiyla %120, %121, %117, %110 ve %103 hiicre canlilifi oranlariyla L929 hiicre hatti
tizerinde sitotoksik etki gdstermemistir.
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Sekil 10. Gelistirilen Yara Ortii Malzemelerinin 1.929 Fare Fibroblast Hiicre Hattiyla Gergeklestirilen MTT Sitotoksisite
Analizi

SONUC

Bu calismada etken madde olarak kurkumin yiiklenmis peptit nanopartikiillerin g6zenekli
politiretan filmin gozenekleri arasina gomiilerek elde edilen hibrit yapinin yara ortli malzemesi olarak
kullanimina yonelik ila¢ ylikleme ve salim kinetikleri ve sitotoksisitesi arastirilmigtir. Nefes figiirii
yonteminin parametreleri degerlendirilerek nanopartikiil gdmiilmeye ve yara Ortii malzemesi olarak
tasarlanmaya en uygun gozenekli filmin iiretilebilmesine elverigli parametreler belirlenmistir.
Caligmanin devaminda, hibrit sistemin bir diger bileseni olan etken madde yiiklii peptit nanopartikiiller
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degerlendirilmistir. Gelistirilen hibrit sistem, peptit-ila¢ birlikte diizenlenmesi olgusuna atfedilen
yiiksek ila¢ yiikleme verimi ve kapasitesi ile 6ne ¢ikmaktadir. Hibrit yara ortli malzemesi geciktirilmis
kurkumin salimi1 ve yiiklenen kurkumin miktariyla ayarlanabilir salim derisimi sergilemistir. Diger
taraftan hibrit yara 6rtli malzemesi sitotoksik etki gostermemektedir. Yani, biyouyumludur. Bu haliyle
calisma literatiire cok dnemli katkilarda bulunmaktadir.
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