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Ozet: Bu calismanmn amaci, potansiyel yara ortiisii olarak ilag tasiyici-yeni bir
karboksil modifiyeli poli(vinil alkol)-gapraz bagh ipek fibroin esasl hidrojel filmi
(IF/PVA) gelistirmektir. Capraz bagh hidrojellerin hazirlanmasi icin poli(vinil
alkol) (PVA), karboksil modifiye poli(vinil alkol) (PVA-COOH) verecek sekilde
stiksinik anhidrit (SA) ile modifiye edilmis, FTIR ve 'H NMR analizleri ile
karakterize edilmistir. Takiben c¢oziici doékim yontemi ile 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC) ve n-hidroksisiiksinimid (NHS) varliginda
farkli konsantrasyonlarda PVA-COOH ve ipek fibroin (iF) esash bir seri hidrojel
filmler hazirlanmistir. Elde edilen filmlerin yapilar1 FTIR ve XRD analizleri ile
karakterize edilmis, ylizey morfolojileri optik mikroskop altinda incelenmis, sisme
davranislart ve mekaniksel dayanim 6zellikleri belirlenmistir. Gergeklestirilen
sitotoksisite testleri ile sentezlenen IF/PVA membran yara ortiilerinin toksik
olmadig1 bulunmustur. Optimum 6zelliklere sahip IF/PVA hidrojel filmine model
ilac olarak kuersetin yiiklenmis, etken madde yiklii filmlerin fosfat tamponu
ortaminda (pH:7,4) salim davranis profili incelenmistir. Gergeklestirilen in vitro
yara modeli (¢izik testi) sonuglari, 10 giine kadar kontrollii kuersetin salim profili
gosteren IF/PVA filminin potansiyel ila¢ tasiyict bir yara ortiisii olarak
kullanilabilecegini gostermistir.
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Abstract: The aim of this study was to develop a novel carboxyl modified
poly(vinyl alcohol) - crosslinked silk fibroin based hydrogel film (IF/PVA) as a
potential drug carrier wound dressing. For the preparation of crosslinked
hydrogels, poly(vinyl alcohol) (PVA) was modified with succinic anhydride (SA) to
give carboxyl modified poly(vinyl alcohol) (PVA-COOH) and characterized by FTIR
and 'H NMR analyzes. Subsequently, a series of hydrogel films based on different
concentrations of PVA-COOH and silk fibroin (IF) were prepared in the presence of
1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDQC) and n-
hydroxysuccinimide (NHS) by solvent casting method. The structures of the
synthesized films were characterized by FTIR and XRD analyzes and their surface
morphology was examined under optical microscope and their swelling behavior
and mechanical strength properties were determined. According to the performed
cytotoxicity tests, it was found that the synthesized IF/ PVA membrane dressings
were not toxic. The selected IF/PVA hydrogel film with optimum properties was
loaded with quercetin as a model drug and their release profile was investigated in
phosphate buffered media (pH: 7.4). The results of the in vitro wound model
(scratch test) have shown that IF/PVA film showing a controlled quercetin release
profile over 10 days can be used as a potential drug-carrier wound dressing.
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1. Giris

Deri dokusu; organlari, enfeksiyonlara ve cevresel
faktorlere  karst  koruyarak  bariyer  gorevi
yapmaktadir. Bu nedenle; cesitli kimyasal, mekanik,
termal ve mikrobik ajanlardan dogrudan etkilenir.
Yara ortiileri, cilt yaralanmalarmin onarimi icin
potansiyel malzemelerdir. ideal bir yara értiisii, yara
arayiziinde nemli bir ortam saglamali, hemostazi
korumak igin iyi bir sivi tutma kapasitesine sahip
olmali, gaz degisimini saglamal ve
mikroorganizmalara karsi koruyucu bir bariyer
gorevi gormelidir [1]. Hidrojeller, ideal yara ortiileri
icin gerekli ozelliklere sahip olmalar1 nedeniyle diger
malzeme formlarina kiyasla en etkili secimdir.

ipek, tekstil endiistrilerinde yiizyillardir
kullanilmaktadir. ipekbécegi Bombyx mori'den elde
edilen ipek proteini, serisin adi verilen yapistirici
benzeri bir protein ile bir arada tutulan iki fibroin
proteinini icermektedir. Serisin proteini viicuda
verildiginde, T hiicreleri tarafindan antijenik bir
faktor olarak algilanir ve immiinolojik reaksiyonlara
neden olmaktadir. Bu nedenle serisin proteini, zamk
giderme (degumming) denilen bir prosesle koza
liflerinden uzaklastinlmahdir. Ipek fibroin, iyi
derecede  biyouyumluluk, gecirgenlik, kontrol
edilebilir biyodegradasyon hizi, sulu c¢ozeltilerde
islenebilirlik (boylelikle film, jel, toz gibi farkh
formlarda kolaylikla hazirlanabilme) gibi
ozelliklerinden dolay1 ideal yara orti
materyallerinden biridir [2, 3]. Ayrica epidermal
hiicrelerin ve fibroblastlarin yapismasini, yayilmasini
ve c¢ogalmasini artirmakta ve yara iyilesmesini
hizlandirmaktadir [1]. Ipek fibroin esash doku
mithendisligi iskeleleri (skafoldlar1), kontrolli ilag
tastyici sistem matrisleri, yapay deri substitentleri ve
yumusak kontakt lensler gibi biyomateryallerin
gelistirilmesinde de uygulama alani bulmaktadir [4].

Ipek fibroinin yukarida sayllan avantajlarimin yani
sira, filmleri kuru formda zayif ve kirilgandir. Isitma,
metanol igine daldirma, kesme, sodyum aljinat,
selilloz ve kitosan gibi dogal polimerler ile veya
poli(akrilamid), poli(vinil alkol), poli(etilen glikol) ve
poli(etilen oksit) gibi sentetik polimerler ile
harmanlama veya kimyasal olarak capraz baglama
gibi cesitli islemlerle kolaylikla modifiye edilerek
ozellikleri ayarlanabilmektedir [4,5]. Yaygin olarak
kullanilan c¢apraz baglayicilar; glutaraldehit ve
formaldehitler gibi aldehitler veya disikloheksil
karbodiimid (DDQ) ve 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorid (EDC)
gibi karbodiimidlerdir. Literatiirde, biyouyumlu
capraz baglayicilar olarak bilinen karbodiimidler;
proteinler ve/veya polisakkaridlerden yapilan
filmlerin ozelliklerini iyilestirmek icin
kullanilmaktadir. Arastirmacilar genellikle hazirlanan
filmlerin film olusturma o&zelliklerini, esnekliklerini
ve gerilme mukavemetlerini ¢apraz baglandiktan
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sonra iyilestigini rapor etmislerdir [4].
Karbodiimidler ile ¢apraz baglama ydntemi, yapida
bulunan primer aminleri karboksilik asitlerle
reaksiyona sokarak bir amid bag olusumuyla
sonuclanan standart bir yontemdir. Bu yontem
(karbodiimid kimyasi) o6zellikle protein kimyasinda
genis bir kullanim alanina sahiptir [6].

ipek fibroin filmleri 6zellikle, kristalizasyondan
sonra, sert ve kirilgan formdadirlar. Bu o6zellikleri
yara iyilestirme uygulamalar: i¢in yetersizdir [7,8].
PVA polimeri, mitkemmel biyouyumluluk,
ayarlanabilen fiziksel 6zellikler ve sulu c¢ozeltilerde
yiksek derecede sisme ozellikleri nedeniyle ¢ok
tercih edilen bir materyaldir. Yara ortiist, ila¢ tasiyici
sistemler ve yapay organlar gibi c¢esitli ileri
biyomedikal uygulamalarda kullanilmaktadir [9]. Bu
calismada ipek fibroin filmlerinin 6zelliklerini
iyilestirmek icin, stiksinik anhidrit (SA) ile modifiye
edilen PVA polimeri (PVA-COOH) kullanilmustir. Ipek
fibroinin mekaniksel dayanimini ve sudaki
stabilitesini iyilestirmek icin c¢apraz baglanmasi
gerekmektedir [5]. Bu nedenle literatiirde ilk defa
ipek fibroin ve PVA-COOH; capraz baglayic ajan
olarak 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
(EDC) ve n-hidroksistiksinimid (NHS) varliginda
capraz baglanmis (ipek fibroinin amin gruplar ile
PVA-COOH polimerinin karboksil gruplari) ve
gelistirilen hidrojel filmlerinin model ila¢ varliginda
yara Ortiisi  olarak kullanim potansiyelleri
arastirilmistir.

Etkili bir yara ortiisii, sarginin sik degismesini 6nlemek
ve iyilesme siirecini hizlandirmak i¢in kontrolli ilag
salimmi uzun siire siirdiirmelidir [9]. Bu kapsamda
yara iyilestirme hizin1 artirmak icin bir takim etken
maddeler kullanilmaktadir. Flavonoidler, iyilestirme
potansiyeli olan ¢ok sayida bitki 6zlinde bulunan ana
bilesenlerdir [10]. Kuersetin; anti-kanser, anti-iilser,
anti-enflamatuar, anti-alerjik, anti-bakteriyel ve anti-
viral Ozellikler gosteren tipik bir flavonoiddir.
Fibroblast proliferasyonunu artirdigl, immiin hiicre
infiltrasyonunu  azaltt@  bilinmektedir.  Yapilan
arastirmalar kuersetinin in vivo ve in vitro olarak yara
iyilesmesinde fibrozis ve skar olusumunu azalttigini
gostermektedir [11,12].

Bu calismada; ¢6ziicii dokiim yontemi ile EDC/NHS
varliginda farkli konsantrasyonlarda PVA-COOH ve
ipek fibroin (IF) esasli bir seri hidrojel filmler
(IF/PVA) sentezlenmis ve FTIR, XRD, sisme testleri,
mekaniksel dayanim, in vitro sitotoksisite ve cizik
testi analizleri ile karakterize edilmistir. Optimum
ozelliklere sahip 1F/PVA hidrojeline model ilag olarak
kuersetin yiiklenmis ve salim profili incelenmistir.
Elde edilen sonuglar, gelistirilen uzun siireli ila¢ salim
profili gésteren IF/PVA filminin potansiyel ilag
tasiyicl bir yara ortlsii olarak kullanilabilecegini
gOstermisgtir.
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Sekil 1. (A) PVA-COOH polimerinin sentez agsamalari ve (B) ipek fibroin /PVA-COOH hidrojel filmlerinin {iretim asamalari

2. Materyal ve Metot
2.1. ipek fibroin ekstraksiyonu

Calismada kullanilan ipek bocegi kozalar1 Bursa Koza
Tarim Satis Kooperatifleri Birligi'nden (Kozabirlik)
temin edilmistir. Ipek bocegi kozalar1 bir makas
yardimiyla kii¢iik parcalara kesilerek yaklasik 5 gram
tartilmistir. 0,02 M 2L NaCOs ¢ozeltisinde yarim saat
kaynatilmis, deiyonize su ile yikandiktan sonra fazla
suyu sikilarak uzaklastirilmis ve oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurumus iiriinden yaklastk 1 g
tartildiktan sonra tizerine 4 mL 9,3 M LiBr ¢ozeltisi
ilave edilerek 4 saat siire ile bekletilmek iizere 6n
1s1tilmis 60°C etiive konmustur. Bu siiresinin sonunda
elde edilen sar1 renkli ¢ozelti diyaliz membranina
(MWC0=12000-14000 Da) alinarak distile suya karsi
diyaliz edilmistir. Elde edilen iiriin santrifiij edilmis
ve 4°C de saklanmistir [13]. Bu islem sonrasinda
agirlikca %7,5'1uk IF ¢ozeltisi elde edilmistir.

2.2. Karboksil sonlu PVA polimerinin sentezi
(PVA-COOH)

Agirhikea %10luk 100 mL PVA sulu ¢ozeltisi
hazirlanmis ve ¢ozelti 65°C ’ye 1sitilmistir. Cozeltiye,
bu sicaklikta siirekli karistirma altinda 2,77 g 4-
dimetilaminopiridin (DMAP) ve 22,72 g siiksinik
anhidrit (SA yavas yavas eklenmis ve reaksiyona 24
saat devam edilmistir. Takiben elde edilen iirtin oda
sicakligina soguduktan sonra asetonda ¢oktiiriilerek
vakum etiivinde kurutmustur (Sekil 1A). Beyaz
renkli irlin elde edilmistir. PVA-COOH yapis1 ATR-

FTIR (Fourier Dontisiimlii Kiziltesi Spektroskopisi)
ve 1H NMR (Proton Niikleer Manyetik Rezonans
Spektroskopisi) analizleri ile karakterize edilerek
dogrulanmistir. FTIR analizi 4000-500 cm! spektral
araliginda Brucker marka Tensor II model ATR
iinitesine sahip FTIR cihazi ile yapilmistir. tH-NMR
analizleri ¢o6ziicii olarak D20 kullanilarak Varian
UNITY INOVA  cihazi ile (500 MHz)
gerceklestirilmistir.

2.3. Hidrojel yara ortii filmlerinin hazirlanmasi

Hidrojel yara ortiileri ¢oziici dokim teknigi
kullanilarak hazirlanmistir [14]. %3’lik ipek fibroin
ve %5'lik PVA-COOH c¢ozeltileri ve gliserin (GLS)
belirli oranlarda Kkaristirilarak (Tablo 1) bir seri
harman ¢ozeltileri hazirlanmis, takiben belirli
miktarlarda EDC ve NHS, ¢ok kisa bir siire
kanistirildiktan sonra teflon petrilere dokiilmistiir.
37°C de etiivde kurutulmustur (Sekil 1B).

Tablo 1. ipek fibroin /PVA-COOH hidrojel filmlerinin
bilesimi ve adlandirilmasi
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ipek PVA- GLS EDC NHS
Ornek fibroin COOH (mL) (ng) (ng)
Kodu cozeltisi cozeltisi
(mL) (mL)
OiF 0,00 10,0 1,0 10,0 10,0
10iF 1,00 9,00 1,0 10,0 10,0
20iF 2,00 8,00 1,0 10,0 10,0
30iF 3,00 7,00 1,0 10,0 10,0
50iF 5,00 5,00 1,0 10,0 10,0
70iF 7,00 3,00 1,0 10,0 10,0
100iF 10,00 0,00 1,0 10,0 10,0
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24. Hidrojel
karakterizasyonu

yara orti filmlerinin

Hazirlanan hidrojel yara ortii filmlerinin yapis1 ATR-
FTIR analizi ile yapilar1 karakterize edilmistir. Analiz
Bolim 2.2'de belirtildigi sekilde Brucker marka
Tensor Il model ATR iinitesine sahip FTIR cihaz ile
gerceklestirilmistir. Yara orti filmlerinin XRD
analizleri, Rigaku marka XRD cihazinda
gerceklestirilmistir. Her filmden 2 cm?lik parcalar
kesilmis ve 20= 10-40°araliginda tarama yapilmistir.
X-151m1  kaynagi olarak Cu Ka (A=1.54 A°)
kullanilmistir.  Filmlerin yiizey oOzellikleri 151k
mikroskobu (Zeiss Stemi 5008) ile incelenmistir.
Hidrojel filmlerinin sisme davranislarini belirlemek
icin gravimetrik yontem kullanilmistir [14]. Belirli
tartimlardaki hidrojel filmleri pH 7,4 fosfat tampon
¢ozeltisine daldirilmis, 48 saatin sonunda filmlerin
yuzeyindeki fazla su filtre kdgidi ile uzaklastirildiktan
sonra tekrar tartilmistir. Filmlerin sisme 6zellikleri;
Sisme orani (%) = (W+-Wo/Wo) x100 (D)

esitligi ile belirlenmistir. Bu esitlikteki Wo iirliniin
kuru haldeki agirligt Wt 48 saat sonundaki agirhigidir.
Filmlerin mekanik 6zellikleri, ¢ekme-uzama testi
Instron marka (Model: 3366 K 1630) Universal Test
Cihazi kullanilarak incelenmistir. Film o6rnekleri
literatiirde belirtildigi sekilde [8]. 10mmx150 mm
ebatlarinda kesilerek cihazin c¢eneleri arasina
tutturulmus ve 10 mm/dakika hiz ile g¢ekilmistir.
Filmlerin cekme-uzama egrileri, kopma anindaki
uzama miktarlar1 ve kopma anindaki gerilim
degerleri belirlenmistir.

2.5. ilag yiikleme ve salim ¢alismalar1

Gergeklestirilen karakterizasyon sonuglarina gore
optimum ozelliklere sahip (ylizey, sisme, mekaniksel
dayanim) yara oOrtiisii formiilasyonu belirlenmistir.
Bolim 2.3’de belirtilen prosediir Kkullanilarak
(EDC/NHS ilavesinden 6nce polimer ¢ozeltisine 2 mg
kuersetin ilave edilerek) kuersetin ytkli yara ortiisii
hazirlanmis ve elde edilen kuersetin yiikli yara
ortiileri 30IF-K kodu ile isimlendirilmistir. Kuersetin
yiklii yara ortiilerinin salim davranislari, belirli
miktarda tartilan filmlerin in vitro sartlarda PBS
cozeltisine (pH 7,4) daldirilarak belirli zaman
araliklarinda salim ortamindan alinan ¢ozeltilerin
UV-vis spektrofotometre cihazi (Genesys™ 10S UV-
Vis, Thermo Scientific) ile 375 nm de absorbans
degerleri olciilerek belirlenmistir [14-15].

2.6. Sitotoksisite testi

Bu calismada indirekt MTT yontemi kullanilmistir
[16]. Bu yontem 1S010993-5 standart test
yonteminden uyarlanarak gelistirilen bir yontemdir
[16]. Calisma kapsaminda gobek kordonundan elde
edilen = Mezenkimal Kok  Hiicreler = (MKH)
kullanilmistir. MKH’lar Liv Hospital’'dan (Ulus,
Istanbul) temin edilmis olup, calismada kullanilan

28

MKH’larin pasaj numaralar1 4-6’dir. MKH kiiltiir
ortami olarak; %10 Fetal Sigir Serumu (FBS), %1
Penisilin-Streptomisin iceren Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM) ortaminda 372C'de %5
CO2li ortamda 75 cm?lik kiiltiir kabinda inkiibe
edilmistir. Kiltiir ortamu iki giinde bir degistirilmistir.
MKHlar %80 yogunluga ulastifinda %0.05
Tripsin/0.02 EDTA soliisyonu ile kiiltiir kabindan
ayrilmis, takiben DMEM ile siispanse edilerek 1500
rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. Besiyeri, pipet
yardimiyla atildiktan sonra hiicreler DMEM ile
slispanse edilmis ve thoma lami ile hiicre sayim
yapilmistir. MTT analizi icin drneklerin her iki tarafi
30 dakika UV 15181 altinda sterilize edilmistir. Steril
orneklerin tizerine 1 cm?/mL oram ile MKH kiiltiir
ortami ilave edilerek 24 saat 372C'de %5 CO2'li
ortamda inkiilbe edilmistir [16]. Inkiibasyon
periyodundan sonra orneklerin bulundugu MKH
kiltiir ortami ayni miktarda DMEM ile seyreltilmistir.
MKH’lar, 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina
5x103 hiicre olacak sekilde ekilmis, iizerine 200pl
MKH kiiltiir ortami eklenmis ve 1 gece 37°C'da %5
CO2’li ortamda inkiibe edilmistir. Sonrasinda
kuyucuklardaki besiyeri, 6rneklerin inkiibe edildigi
besiyeri ile degistirilerek 6 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kuyucuk basina 200ul DMEM
ve 20ul MTT soliisyonu (20pg/ml, PBS ile
seyreltilerek) eklenmis ve 4 saat daha inkiibe
edilmistir. Islemin devaminda, ortamdaki hiicre
kiltir besiyeri 200ul DMSO ile degistirilmis ve 20
dakikalik bir inkiibasyondan sonra mikroplaka
okuyucu kullanilarak 570 nm’de okunmustur.

2.7.In Vitro yara iyilestirme etkinligi testi

Orneklerin yara iyilestirme etkinlikleri “in vitro cizik
testi” ile belirlenmistir [4]. Yaklasitk 2x10%4 hiicre
bulunan 24 kuyucuklu plakalar konfluent duruma
geldiginde steril 200pl mikropipet ucu ile hafifce
¢izilmis (yaray1 simiile etmek icin) ve tiim hiicresel
artiklar PBS ile yikama yapilarak uzaklastirilmistir.
Ornekler MTT analizi ile aym sekilde (Bolim 2.3.)
hazirlanmistir. DMEM ile ayni sekilde inkiibe edilerek
hazirlanan steril 6rnek c¢o6zeltileri, hazirlanan 24
kuyucuklu plakalara ilave edilmis 37°C'de %5 CO2'li
ortamda  inkiibe edilmistir.  Belirli zaman
araliklarinda (0, 24 ve 48 saat) yara modelindeki
kapanma miktar1 (yarali bolgeye hiicrelerin ¢ogalma
orani) invert mikroskop (Nikon Eclipse TS2-Tokyo,

Japonya) altinda fotograflar cekilerek
degerlendirilmistir.
3. Bulgular

3.1. PVA-COOH sentezi

Karboksillenmis PVA polimeri (PVA-COOH) eldesi
icin, PVA polimeri esterifikasyon reaksiyonu yoluyla
SA ile modifiye edilmistir. PVA-COOH polimerinin
yapisi, Sekil 2'de gosterildigi gibi FTIR ve 'H NMR
spektrumu ile dogrulanmistir. PVA ve PVA-COOH
polimerlerinin FTIR spektrasi, Sekil 2A 'da
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goriilmektedir. PVA ve PVA-COOH polimerlerinin
FTIR  spektrasi karsilastirildiginda, her iki
spektrumda da serbest -OH gruplarinin gerilme
titresiminden ileri gelen 3000-3400 cm bolgesinde
genis bir absorpsiyon bandi, CH gruplarinin gerilme
ve deformasyon titresimlerinden ileri gelen 2898 cm-
Lve 1401 cm de keskin pikler goriilmektedir. PVA-
COOH polimerinin FTIR spektrumunda belirtilen
absorpsiyon bantlarinin disinda maksimumu 1710
cm? 1172 cm? ve 1640 cm! bulunan yeni piklerin
ortaya giktig1 goriilmektedir. Bu absorpsiyon pikleri
sirasiyla ester baglarindaki C=0 ve -CO gruplarinin
gerilme titresimleri ve karboksilik asit gruplarindaki
C=0 gerilme titresiminden ileri gelmektedir. Bu
durum esterifikasyon reaksiyonun istenildigi sekilde
meydana geldigini dogrulamaktadir [9]. PVA-COOH
polimerinin 'H NMR spektrumu, Sekil 2B 'de
gorilmektedir. SA'nin asidin metilen protonlarina
atanan yaklasik 2,4-2,6 ppm araligindaki yeni iki pik
(c ve d) SA'nin PVA 'ya asilandigin teyit etmektedir
[9,17].

3.2. Hidrojel yara ortii filmlerinin hazirlanmasi ve
karakterizasyonu

Coziicii dokiim teknigi kullanilarak bir seri (0IF, 10iF,
201F, 30iF, 50iF, 701F ve 100iF) iF/ PVA-COOH igeren
hidrojel filmleri hazirlanmistr. IF oram %30’un
iizerinde kullanildiginda homojen goriintimlii filmler
elde edilememistir (50iF ve 70iF filmleri). Yapilan
literatlir arastirmasina gore bunun en biiyiik nedeni
PVA’nin artan polimerizasyon derecesi (DP) ile diisiik
coziiniirliige sahip olmasina ve IF molekiiliiniin B-
formundaki konformasyonuna atfedilmektedir [18,
19]. Tanaka ve arkadaslar: farkli kompozisyonlardaki
[F/PVA filmlerinin yapismi incelemis, PVA ve IF
polimerlerinin birbirleriyle uyumsuz (incompatible)
olduklarini rapor etmistir [18]. Daha sonraki yillarda
Dai ve arkadaslar1 iF/PVA filmlerinde katki olarak
kullanilan GLS ‘nin filmlerin yapisal davranislarina
etkisini  incelemislerdir. ~ Yaptiklar1  arastirma
filmlerinin yapisinin belirli miktarda GLS ilavesi ile
bir dereceye kadar degisebilecegini gdstermistir [19].
Ortamdaki GLS wvarhig, iki polimer arasinda
etkilesimin meydana gelmesine neden olmaktadir. Bu
etkilesimler; IF’in amid gruplari-gliserinin hidroksil

Transmittans (%)

gruplari-PVA'nin hidroksil gruplar1 arasinda olusan
hidrojen baglaridir. Bu ¢alismada hazirlanan IF/PVA
filmlerinden 10iF, 201F ve 30iF filmlerinde faz ayrimi
gozlenmemistir. Bunun nedeni sentez sirasinda
kullanilan GLS molekiilii iF ve PVA filmleri arasinda
uyumlastirict gorevi gérmesinden
kaynaklanmaktadir. Sekil 3A’da 0iF, 10iF, 20iF, 30iF
ve 100iF filmlerinin FTIR spektrasi gorilmektedir.
ipek fibroinin yapisinda, alpha heliks ve beta
konformasyonu olmak iizere iki olasi bilesim
bulunmaktadir. Her iki konformasyon da belirgin
karakteristik pikler vermektedir. 3-konformasyonu;
1630 cm? (amit I), 1530 cm?! (amit II), 1265 cm?
(amit III) ve 700 cm' (amit V) bolgelerinde; alpha
heliks-konformasyonu ise 1660 cm (amit 1), 1235
cm? (amit III) ve 650 cm'! (amit V) bolgelerinde
absorpsiyon pikleri vermektedir [20, 21]. 100iF
filminde %100 oraninda yer alan ipek fibroin -
konformasyonundan kaynaklanan pikler 1538 cm!
(amit II) ve 681 cm'! (amit V) bolgelerinde; alpha
heliks-konformasyondan kaynaklanan pikler ise 1654
cm! (amit 1) ve 1240 cm™ (amit III) bolgelerinde
gozlenmistir. 100iF filminde 1538 cm ! ve 1240 cm-!
de gozlenen Kkeskin piklerin IF/PVA filmlerinde
siddetlerinin olduk¢a azaldigi goriilmektedir. Bu
durum IF ve PVA-COOH polimerleri arasinda
EDC/NHS ile kimyasal ¢apraz-baglanmanin
geceklestigine atfedilmistir.

X-151m1 difraksiyonu, numunenin Kkristalinite derecesi
hakkinda bilgi almak icin kullanilir [9]. IF/PVA
membran yara ortiilerinin X-151n1 paternleri Sekil 3B
‘de goriilmektedir. PVA 20 = 19,8° de bir adet
difraksiyon piki vermektedir. ipek fibroininin ana
kirinim pikleri ise sirasiyla 20 = 12,88° (ipek-I
yapisini gosterir) ve 20,11° (ipek-II yapisini temsil
eder) olarak ortaya cikmaktadir [19, 20]. IF/PVA
filmlerinin XRD paternlerinin, saf ipek fibroin (1001F)
ve saf PVA (0IF) filmlerine kiyasla bazi farkliliklar
gosterdigi gorillmiistir. IF ve PVA'nin yapisindan
kaynaklanan ana kirinim piklerinin birbiriyle
ortustiigli, filmlerde artan [F miktar1 ile kirinim
piklerinin tepe noktasinin sag tarafa dogru kaydig:
goriilmektedir. Sonuclar, iIF/PVA filmlerinin kirinim
desenlerinde, her iki bilesenin egrilerinin birbiri ile
list liste cakistigini gostermistir.

=] ) o
PVA-COOH a2 ) b
~ HO C, d
a
2 M
-]
=]
~
4,000 3,500 3,000 2,500 2,000 1,500 1,000 500 ppm 5 4 3 2 1

Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 2. (A) PVA ve PVA-COOH iirlinlinlin FTIR grafigi ve (B) PVA-COOH {iriiniiniin 1H NMR grafigi
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Sekil 4. (A) IF/PVA membran yara értiilerinin sisme sonuglari, (B) ila¢ salim sonuglari, (C-E) mekaniksel dayanim sonuclari

Sekil 3C'de; OIF, 30iF ve 100iF filmlerinin optik
mikroskop altindaki gériintiileri gérilmektedir. 301iF
filminde herhangi bir faz ayrimi gézlenmemektedir.
Yukarida da agiklandigy iizere bunun temel nedeni

sentez sirasinda kullamilan GLS molekiiliiniin
uyumlastirici gorevi gérmesinden
kaynaklanmaktadir. Optik mikroskop  goriinti

sonuglari; PVA/IF filmlerinde yiiksek IF oranlarinda
(>%30iF) meydana gelen faz ayrigmasinin GLS
katkisiyla bir dereceye kadar gelistirilebildigini
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dogrulamistir [19]. Buna ek olarak; iki polimerin
karistirilmasiyla indiiklenen kristalizasyon nedeniyle
30iF filminin iist yiizeyinin morfolojisinde piiriizler
meydana gelmistir [20].

Hazirlanan [F/PVA membran yara oértilerinin %
sisme degerlerini belirlemek icin sisme deneyleri
yapimstr. Sekil 4A'daki % sisme degeri sonuglari,
[F/PVA membran yara oértiilerinin denge % sisme
degerlerinin  %1025-116  aralifinda  oldugunu
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gostermektedir. Tiim test edilen filmler arasinda en
yiiksek % sisme degerine sahip olan OIF (%1025); en
diisiik % sisme degerine sahip olan filmi ise 1001F
(%116) oldugu bulunmustur. Yapida PVA miktarinin
artmasiyla birlikte filmlerin % sisme degerlerinde artis
gozlenmistir. Bu durum yapida bulunan PVA ’'nin
IF/PVA filmlerinin higroskopisitesini artirdigini
gostermektedir. Tm bu sonuglar literatiir ile uyumlu
olup; IF/PVA fimlerindeki hidrofilik gruplarin
sayisinin artisiyla birlikte polimer-i¢i ve polimerler-
aras! zincir reaksiyonlariyla olusan esnek ag yapiya
atfedilebilir [22, 23].

Saf ipek fibroin filmlerinin (100iF) mekanik giicii
zayifur, kuru kosullarda kirilgan yapidadirlar. Bu
nedenle yara ortiileri olarak tek baslarina kullanimlari
uygun degildir. Daha iyi yara ortii performansi icin
mekanik o6zelliklerinin iyilestirilmesi gerekmektedir
[24]. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak icin diger
polimerlerle birlikte kullanimlar1 arastirilmaktadir. Bu
calismada; yara iyilesme siirecini hizlandiran IF
filmlerinin mekaniksel dayanimlarini iyilestirmek i¢in
PVA-COOH polimeri ile birlikte kullanimlar
arastirilmistir.  Farkhi formiilasyonlardaki iF/PVA
filmlerinin (OIF, 20iF ve 30iF) gerilme mukavemeti
ve kirllma noktasindaki uzamasini karakterize etmek
icin cekme testi uygulanarak gerilme-gerinim egrileri
cizilmistir. Sekil 4C’de OIF 20iF ve 30iF érneklerine
ait gerilme-gerinim egrileri goriilmektedir. 100iF

filminin kirillgan bir yapida olmasi nedeniyle
mekaniksel  dayanim  testi  uygulanmamuistir.
Beklendigi gibi, OIF filminin kirilma anindaki

%86,5’lik uzama degeri ile diger karisim filmlerinden
(201F icin %61,75 ve 30iF icin 51,27) daha esnek
yapida oldugu goériilmektedir. (Sekil 4D). iF/PVA
filmlerindeki IF miktar1 arttikca kirilma anindaki
uzama degerinde diisiis gozlenmistir. IF iceren
tiriinler (20IF ve 30IF) benzer gerilme dayammlari
sergilerken, icermeyen orneklere kiyasla bir miktar
diisiis s6z konusu olup 30IF iiriiniiniin yara ortiisii
olarak kullanimin (10iF ve 20IF filmlerine gore daha
yuksek oranda ipek fibroin icermesi nedeniyle) daha
uygun oldugu sonucuna varilmistir.

Yiiksek oranda PVA iceren IF/PVA membran yara
ortileri, daha fazla sivi absorbe edeceginden yara
yatagini eksudanin birikmesinden koruyarak yara
ortisiiniin degisim sikligini azaltacaktir [9]. Bunun
yaninda yapiin ipek fibroin icermesi yaranin iyilesme
hizin1 artiracaktir [25-28]. Tiim sonuglar goz Oniine
alindiginda en optimum formulasyonun 30iF iriini
oldugu sonucuna varilmis ve ilag ylikleme ve salim
calismalari icin 301F {iriind kullanilmistir.

Etkili bir ideal yara ortiisii, sarginin sik degismesini
onlemek ve iyilesme siirecini hizlandirmak igin
kontrollii ila¢g salimin1 uzun siire stirdiirmelidir [10].
Bu calismada; IF/PVA membran yara értiilerinin ilag
salim davranislarini incelemek i¢in model bir ilag
olarak kuersetin, kullanilmistir. Kuersetin, Boliim 2.5
"de belirtildigi sekilde 30iF filmlerine sentez sirasinda
yuklenmistir. Filmlerin salim davramis1 fosfat
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tamponunda (pH 7,4) incelenmistir. Kuersetin yiikli
30iF filmlerinden (30iF-K) zamana bagh kuersetin
salimi Sekil 4B’de verilmistir. Sonuclardan da
anlasilacagi iizere, 30iF-K filmi tipik bir bifazik ilag
salim davranigi sergilemistir. Salimin birinci fazinda
patlama etkisi ile ilk 4 saatte kuersetinin yaklasik
%23’ salinirken  (salman toplam  kuersetin
miktarinin yaklasik %50’si), patlama etkisini takiben
uzatilmis bir salim gergeklesmistir. Kuersetin salimi
yavaslamis ve 8 giin igerisinde kuersetinin yaklasik
%55 ‘si salinmistir. Sonuglar, uzun siireli ila¢ salim
profili gésteren 30IF filminin potansiyel bir yara
ortiisu olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Klasik yara ortiilerinin kullanim stireleri 1-3 giin
arasinda degismektedir. Uzun siireli ila¢ salim profili
gosteren yara ortiileri ise yara bolgesinde etken
maddenin salimini uzun siirede ve siirekli sekilde
gerceklestirdiklerinden sik sik yara Ortilisiiniin
degistirilmesine olan ihtiyac1 azaltmaktadir. Boylece
yara bolgesinin ihtiyacindan fazla ila¢ ve malzeme
kullanilmasinin 6niine gecilmis olmaktadir [29]. Bu
calismada gelistirilen uzun siireli ila¢ salimi yapabilen
yara ortiisi ile bir haftaya kadar degisim yapilmadan
kullanilabilecek bir tirtin gelistirilmistir.

3.3. Membran yara értiilerinin sitotoksisite testi
sonuglari

IF temelli malzemelerin biyouyumlu malzemeler
olduklar1 hem in vitro hem in vivo hiicre gogalmasini
ve biiylimesini artirdiklari bilinmektedir [30-34].

Capraz baglanmis IF/PVA membran yara értiilerinin
biyouyumlulugu; MTT testi ile MKH’lar iizerinde
Bolim 2.6'da agiklandig1 sekilde gerceklestirilmistir.
[F/PVA membran yara oértiilerinin sirasiyla (0iF, 10iF,
201F, 30IF ve 100iF) %106, %125, %132, %140 ve
%163; kuersetin ytikli 30[F-K filminin ise %148
canlilk  gosterdigi  bulunmustur.  Sonuglardan
anlasilacag iizere, yapidaki IF miktan arttikca %
hiicre canlih@1 artmaktadir (Sekil 5). Dolayisiyla
yapidaki IF miktarinin artmasi kontrol gruplarina
gore hiicrelerin ¢ogalma hizlarini artirmaktadir.
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Sekil 5. IF/PVA membran yara értiilerinin hiicre canlihg
sonuglari
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Kuersetin fibroblast proliferasyonunu arttirir, immiin
hiicre infiltrasyonunu azaltir ve fibrozis ile iliskili
sinyalleme yolaklarinda sinyallemede degisiklik
yapmaktadir. Buna ek olarak, in vivo ve in vitro olarak
yara iyilesmesinde fibrozis ve skar olusumunu
azalttig1 bilinmektedir [11]. Bu bilgiler 1s181nda; 30iF
ve kuersetin yikli 30IF filminin (30iF-K)
sitotoksisite sonuglar1 karsilastirildiginda, model ilag
olarak kullanilan Kkuersetinin hiicrelerin c¢ogalma
hizlarina 30iF filmine kiyasla ¢ok daha fazla oranda
artirdigl  goriilmekte olup sonuglar literatiir ile
uyumludur. Sonug¢ olarak, hazirlanan tiim filmlerin
biyouyumlu oldugu ve basta yara ortiisii olmak tlizere,
doku miihendisligi ve rejeneratif tip dahil bircok
alanda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

3.4. Membran yara ortii In Vitro yara iyilestirme
etkinlikleri

Geligtirilen IF/PVA membran yara ortiilerinin
mitkemmel biyouyumlulugu, hidrojellerinin in vitro
yara iyilestirme etkinliklerini arastirilmasina neden
olmustur. Yara modeli icin steril 200 pl pipet ucu
kullanilmis ve MKH’larin konfluent tabakasi iizerinde
diiz bir ¢izik olusturulmustur. Sonugclar islem sonrasi
yara modelindeki kapanma bakimindan
degerlendirilmistir. Sekil 6'da 30iF ve 30iF-K
filmlerine ait yara iyilestirme etkinligi (¢izik testi)
sonuglar1 gériilmektedir. Sonuclar, 30iF ve 30iF-K
filmlerinin varliginda kontrol grubuna karsi yara
modelinin daha hizli kapandigin1 géstermekte ve bu
durum hiicre gocii Ulzerinde olumsuz etkilerinin
olmadigina isaret etmektedir. Gelistirilen 30iF
filminin potansiyel ilag¢ tasiyici bir yara ortiisi olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

0. saat

6. saat

4. Tartisma ve Sonuc¢

Bu ¢alismada; uzun sireli ilag salimi yapabilen
kuersetin yiikli IF/PVA membran yara ortiisii
gelistirilmistir. Coziicii dokiim yontemi ile EDC/NHS
varliginda PVA/IF esash bir seri hidrojel filmler
sentezlenmis potansiyel ila¢ tasiyicl bir yara ortiisi
olarak kullanilabilirligi arastirilmistir. Filmlerin FTIR
sonuglar;, IF ve PVA-COOH polimerleri arasinda
EDC/NHS ile kimyasal ¢apraz-baglanmanin
gerceklestigini gostermistir. Yapida beklendigi gibi
PVA miktarinin artmasiyla birlikte % sisme
degerlerinde artis, IF miktan arttik¢a kirllma anindaki
uzama degerinde disis gozlenmistir. Sitotoksisite
analizlerinde, yapidaki artan IF miktarinin % hiicre
canliligini olumlu yonde etkiledigi gorilmistiir. Bu
sonuc¢, yapidaki IF miktarindaki artismm kontrol
gruplarina kiyasla hiicrelerin ¢ogalma hizlarim
artirdigl anlamina gelmektedir. Elde edilen sonuglar
1s18inda, 30IF {irtintiniin  yara ortiisii  olarak
kullaniminin (10iF ve 20iF filmlerine gére daha
yuksek oranda ipek fibroin icermesi nedeniyle) daha
uygun oldugu bulunmustur. Takiben 30iF iiriiniine
model ila¢ olarak kuersetin yiiklenmis ve salim profili
incelenmistir. 301F-K filmi tipik bir bifazik ila¢ salim
davranis1 sergileyerek ilk 4 saatte yapisinda
sonrasinda uzatilmis bir salim ile 8 giin icerisinde
yaklasik %55 ‘sini salmistir. Sonuglar, kursetin yiiklii
30iF filminin uzun siireli ila¢ salim profil davranisina
sahip oldugunu gostermistir. 301F tiriiniine ve 30iF-K
iiriiniine gerceklestirilen in vitro yara modeli testi
(¢izik testi) sonuclari, gelistirilen triiniin potansiyel
ila¢ tasiyicl bir yara ortiisii olarak kullanilabilecegini
gostermistir.

24, saat 48. saat

Sekil 6. IF/PVA membran yara értiilerinin (30iF ve 30iF-K) yara iyilestirme etkinligi (¢izik testi) sonuglar
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