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Oz

Bu ¢alismada, yara ortii malzemesi olarak polikaprolakton (PCL), poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik
asit) (PHBV) ve agirlikga farkli oranlarda (100:0, 50:50, 75:25, 0:100) PCL/PHBV karisimlari, farkli ¢éziictiler
(kloroform (CHCls), 1,1,1,3,3,3-Hexfluoro-2-propanol (HFIP) ve bunlarin karigimlari) kullanilarak elektroegirme
teknigi ile fibroz yapida membranlar hazirlanmistir. Tim elektroegrilmis membranlar Fourier Doniisiimlii
Kizilotesi Spektroskopisi (FT-IR), Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) ve Taramali Elektron Mikroskobu
(SEM) ile yap1, morfoloji ve 1s1l 6zellikleri agisindan karakterize edilmistir. Ayrica, absorbsiyon testi ile sivi tutma
kapasiteleri analiz edilmistir. Karakterizasyon basamagindan sonra, se¢ilen membranlarin iizerine insan fibroblast
hiicreleri ekilmis, in vitro hiicre canlilik ve toksisite, MTT testi ile 24, 48 ve 72. saat i¢in analiz edilmistir.
Membranlarin tizerine ekilen hiicrelerin ¢ogalmasi 36, 72 ve 120. saat olmak tizere 3 farkli siire i¢in incelenmis,
sonuglar SEM ile gosterilmistir. Elde edilen sonuglar PCL/PHBV (75:25) karisim ile HFIP ¢ozeltisinde
elektroegrilen membranin yara ortii malzemesi olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar kelimeler: PCL, PHBV, Elektroegirme, Yara Ortii Malzemesi.

The Preparation and Characterization of Electrospun PCL/PHBV
Membranes as Wound Dressing Material

Abstract

In this study, fibrous membranes of Polycaprolactone (PCL), Poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate)
(PHBV) and PCL/PHBV blends in different weight ratios (100:0, 50:50, 75:25, 0:100) were prepared using
different solvents (chloroform (CHCIs), 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) and their blends) via
electrospinning technique as wound dressing materials. Structural, morphological, and thermal characterizations
of membranes were performed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron
Microscopy (SEM) and Differential Scanning Calorimetry (DSC), respectively. Moreover, the water-uptake
capacity of the membranes were analyzed using absorption test. Following that, human fibroblast cells were seeded
on the selected membranes and in vitro cell viability and toxicity were monitored by MTT assay for 24, 48 and
72" hours. The seeded cell proliferation on membranes was conducted for 36, 72 and 120" hours and the results
were examined by SEM. The results of this study relieved that electrospun PCL/PHBYV (75:25) blend membrane
solved in HFIP can be used as wound dressing materials.

Keywords: PCL, PHBV, Electrospinning, Wound Dressing Material.

1. Giris

Deri insan viicudunun en genis organidir ve viicudumuzu ¢epecevre sararak diger organlarimizi mekanik
ve kimyasal dis etmenlerden ve 6zellikle mikrobiyal patojenlere karsi koruyan bir bariyer olarak gorev
yapmaktadir. Bir diger dnemli gorevi ise viicut sicakligini ve hidrasyon seviyesini diizenlemektir [1-3].
Deri dokusu, dogrudan dis etmenlerle temas halinde oldugundan yaralanma ve yanma sonucu kolayca

*Sorumlu yazar: alper.isoglu@agu.edu.tr
Gelis Tarihi: 22.02.2019, Kabul Tarihi: 01.07.2019

1029


mailto:alper.isoglu@agu.edu.tr

I.A. Isoglu/ BEU Fen Bilimleri Dergisi 8 (3), 1029-1044, 2019

tahrip olmaktadir [4]. Ozellikle genis bir bolgede meydana gelen deri dokusu kayiplari, diinyada
milyonlarca kisiyi etkileyen en onemli klinik problemler arasinda yer almaktadir [5]. Hasarli deri
dokusunun iyilesmesi, dermal, epidermal ve bagisiklik sistemi hiicreleri gibi ¢ok farkli tipte hiicrenin,
ekstra selliilar matriksin, plazma tiirevli proteinler ve bilyiime faktorlerinin birlikte etkili oldugu olduk¢a
karmasik ve interaktif bir siiregtir [6]. Otograftlar, allograftlar ve zenograftlar giiniimiizde kullanilan
geleneksel yara ortii malzemeleridir. Ancak, bu malzemelerin donor bdlge kisiti, antijen 6zelliklerinin
diisilk olmasi, kullanim omrii kisaligi, diisiik giic ve dayanim, ve enzimatik direng gibi birgok
dezavantaja sahip oldugu bilinmektedir [7-8]. Geleneksel yara ortii malzemelerinin yaninda, dogal ve
sentetik polimerlerden {iretilen hiicre biiyiimesini destekleyen, yiiksek biyouyumluluga sahip, giiglii ve
dayanim yiiksek, ve kontrollii bozunma gibi {iistiin 6zelliklere sahip deri dokusu ikameleri de
kullanilmaya baslanmustir [9].

Son yillarda, yara oOrtiisii hazirlanmasi1 amaciyla, kendiliginden bir araya gelme, faz ayrimi, 1slak
egirme ve elektroegirme gibi birgok farkli yontem kullanilmakta, ¢ok ¢esitli, yeni ve modern yara ortii
malzemeleri elde edilmektedir [10-11]. Elektroegirme ¢ok basit ve ucuz bir yontem olmasina ragmen
nanometre boyuttan mikrometre boyutuna kadar farkli ¢aplarda fiber yapiya sahip membran elde
edilmesinde kullanilan ¢ok etkili bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir [12]. Elektroegirme sistemi
temel olarak yiiksek gii¢c kaynagi, polimer ¢6zeltisinin yerlestirildigi kapiler tiip (igne) ve topraklanmig
toplayici olmak iizere ii¢ temel {initeden olugmaktadir. Bu yoOntemde, giic kaynagi kullanilarak
uygulanan yiiksek gerilim sayesinde polimer ¢ozeltisi ignenin ucundan buhar jeti seklinde zit yiiklii olan
metal toplayiciya dogru piiskiirtiilmekte, yol boyunca ¢oziiciiniin buharlagsmasi ile polimerin fiber
yapida toplayicida birikmesi amaglanmaktadir [13]. Elektroegirme yontemi, esnek ve diisiik maliyetli
bir yontem olmasi, kullanim kolaylig1 saglamasi ve proses parametrelerinin ayarlanmasi ile istenilen
boyutta (nano ya da mikro) fiber ¢aplarina sahip membran liretimine olanak saglamasi gibi énemli
ozelliklerinden dolay1 son 20 yil igerisinde global anlamda oldukga ilgi ¢ekici bir yontem olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [14].

Geleneksel yara ortli malzemeleri ile karsilastirildiginda, elektroegirme yontemi ile elde edilen
malzemelerin ayarlanabilir gozenek yapisi, hiicre dis1 matriksi oldukga yiiksek oranda biyotaklit etmesi,
siv1 ve gaz gecirgenligi saglamasi, yara bolgesinin mikrogevresini nemli tutmasi ve yara izi olusumunu
azaltmasi gibi sira dis1 6zelliklere sahip olduklar1 gériilmektedir [15-16]. Bu ozelliklerin yani sira,
yiiksek yiizey alanina sahip olmalarindan dolay1 hiicre yapigmasi ve ¢ogalmasina olanak saglamakta,
yara bolgesine sivi toplanmasinin Oniine gegmektedir [17-18]. Yara oOrtiisii, yenilenebilir tip, doku
mithendisligi ve ilag salim sistemleri gibi birgok biyomedikal uygulamada elektroegirme yontemi ile
uygun bir ¢6ziicli i¢erisinde ¢oziinebilen ¢ok ¢esitli dogal ve sentetik polimerler kullanilarak hazirlanmig
membranlar literatiirde bilinmektedir [19].

Elektroegirme teknigi kullanilarak yara ortii malzemesi iretimi i¢in poli(kaprolakton) (PCL),
poli(aJhidroksi asitler), laktik asit, glikolik asit ve bunlarin kopolimerleri en sik kullanilan sentetik
polimerler olarak bilinmektedir [20-22]. Yari-kristalin yapiya sahip biyobozunur ve biyouyumlu bir
polyester olan Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag¢ Kurumu (FDA) onayli PCL, sahip oldugu
mekanik ve yapisal 6zelliklerinden dolay1 bu sentetik polimerler arasinda en ¢ok tercih edilen polimer
olarak karsimiza ¢ikmaktadir [23]. Ozellikle, PCL kullanilarak elde edilen elektroegrilmis membranlar,
birbiriyle baglantili gozenekli yapiya sahip elastik morfoloji sayesinde gaz degisimine olanak
saglamakta ve yara bolgesindeki eksudati absorblamaktadir. Ayrica, bu elastik yap1 yara bolgesinde
hareket rahathigi saglamaktadir [24]. Ancak, yukarida ifade edilen bir¢ok Ozelligine ragmen PCL
membranlarin yara iyilesme siirecine etki eden bazi dezavantajlar1 vardir. Ozellikle, yara bolgesine
kuvvetli sekilde tutunma egilimi gostermektedirler. Bu durumda tamir olan yeni deri dokusunun zarar
gbrmesine ve yara iyilesme siirecinin uzamasina neden olmaktadir (24). Bunun yani sira diger alifatik
polyesterlerde oldugu gibi yiiksek hidrofobik 6zelligi PCL’nin yara ortii malzemesi olarak tek bagina
kullanimini sinirlamaktadir [25].

Polihidroksi alkonatlar (PHA), mikroorganizmalar tarafindan {iretilen biyobozunur dogal
termoplastik alifatik polyesterlerdir ve yiiksek biyouyumluluk 6zellikleri sebebiyle biyomalzeme olarak
kullanilmaktadirlar [26]. Yapilan bilimsel ¢alismalarda PHA’lar kullanilarak iiretilen malzemelerin
fibroblast, osteoblast, kondrosit, sinir ve kok hiicre gibi ¢ok farkli hiicrelerin ¢ogalmasina olanak
sagladig gosterilmistir. Ayrica, 6zellikle fibroblast ve keratinosit hiicreleri i¢in polilaklatlar dahil diger
polimerlere oranla daha etkin oldugu gosterilmistir [27-28].
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Gunimiizde gergeklestirilen ¢aligmalarda, sentetik veya dogal polimerlerin karisim olarak
kullanildig1 elektroegrilmis membranlardan elde edilen yara ortii malzemelerinin s6zii gegen
polimerlerin tek bagina kullanilmalaria kiyasla sinerjik bir etkisi oldugu ve yara iyilesme siirecine
pozitif katki sagladif1 gosterilmistir. Ornegin literatiirde yer alan bir ¢aligmada Tohidi ve arkadaslar:
elektroegrilmis amoksilin yiiklii halloysit nanokil igeren PLGA/kitosan membranlar hazirlamislar ve
yara Ortiisii olarak kullanimini aragtirmislardir [16]. Martins ve arkadaglari, elektroegrilmis PCL/amino-
fonksiyonel tanen membranlar hazirlamiglar ve yara oOrtiisii olarak performansini degerlendirmislerdir
[25]. Adeli-Sardou ve arkadaslar elektroegirme yontemi ile PCL/jelatin membranlar hazirlamislar, bu
membran igerisine kina yapragi ekstrati olan lawsone yiiklemisler ve deri doku mithendisligi icin doku
iskelesi olarak kullanimimi arastirmiglardir [29]. Ehtrami ve arkadaslari insiilin igeren kitosan
nanopartikiil yiikli elektroegrilmis PCL/kollajen nanofibroz matrisleri potansiyel bir yara ortii
malzemesi olarak denemislerdir [30]. Bir baska calismada Veleirinho ve arkadaslari, nanofibroz
PHBV/kitosan membran hazirlamiglar, hasarli deri dokusu rejenerasyonu igin etkisini incelemislerdir
[27]. Yuan ve arkadaslari, elektroegrilmis nanofibr6z PHBV/keratin membranlar hazirlamislar ve yeni
bir yara Ortii malzemesi olarak literatiire raporlamislardir [15].

Bu calismada, elektroegirme yontemi kullanilarak PCL, PHBV ve farkli oranlarda PCL/PHBV
karisimindan ~ membranlar  hazirlanmis, yapisal, morfolojik ve 1sil  karakterizasyonlar
gerceklestirilmistir. Karakterizasyon sonrasi en uygun 6zelliklere sahip membranlara insan fibroblast
hiicreleri ekilmis, in vitro hiicre canlilik, toksisite ve hiicre ¢ogalmasi galigmalari yapilarak sonuglar
rapor edilmistir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Materyal

Polikaprolakton (PCL, Mw: 80 kDa) ve Poli(3-hidroksibiitirik asit-ko-3-hidroksivalerik asit) (PHBV,
Mw: 690 kDa, 12% PHYV igerikli) Aldrich’ten (ABD) satin alinmistir. Insan fibroblast hiicreleri Erciyes
Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi (Kayseri, Tiirkiye) tarafindan laboratuvarimiza hibe
edilmistir. Kullanilan diger kimyasal ve ¢oziiciiler analitik kalitede olup, herhangi bir saflastirma
islemine tabi tutulmadan satin alindiklart gibi kullanilmisgtir.

2.2. Metot
2.2.1. Elektroegrilmis PCL, PHBV ve PCL/PHBY Kkarisim fibroz membranlarin hazirlanmasi

PCL, PHBV ve PCL/PHBYV karisimlar1 agirlikga farkli oranlarda (100:0, 50:50, 75:25, 0:100) olacak
sekilde kloroform (CHCIs), kloroform-1,1,1,3,3,3-hekzafluro-2-propanol (CHCIs-HFIP) ve sadece
HFIP igerisinde ¢oziilerek hacimce %15’lik elektroegirme ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir ¢ozelti ayri
ayrt i¢ cap1t 14.53 mm olan ve 21G igne ucuna sahip 10 mL’lik siringalara alinmig ve otomatik
programlanabilir siringa pompasina (NE-1000, ABD) yerlestirilmistir. Elektroegirme prosesi,
topraklanmig toplayici ve igne ucu arasinda gerekli elektrik potansiyel olusturmasi igin bir yiiksek
gerilim tinitesi (Inevenso NE100, Tirkiye) kullanilarak, akis hizi 1 mL/h ve uygulanan gerilim 15 kV
olacak sekilde sistem ayarlanmistir. Toplayici ve igne ucu arasindaki mesafe 15 cm’ye set edilmistir.

2.2.2. Yapisal ve Morfolojik Karakterizasyon

FT-IR Analizi
Elektroegrilmis PCL, PHBV ve PCL/PHBV membranlarinin FT-IR analizi Thermo Scientific Nicolet
6700 FT-IR Spektrometre kullanilarak 400-4000 cm™ araliginda gergeklestirilmistir.

DSC Analizi

Elektroegrilmis membranlarin 1s1l analizleri, DSC (Perkin Elmer, ABD) ile 10 °C min isitma hiz1 ve
0’dan 200 °C derece sicaklik araliginda azot ortaminda gerceklestirilmis, termal dongii birbirini takip
eden bir 1s1tma ve bir sogutma taramasi ile gergeklestirilmistir.

1031



I.A. Isoglu/ BEU Fen Bilimleri Dergisi 8 (3), 1029-1044, 2019

Morfolojik Calismalar

Elektroegrilmis membranlarin morfolojik 6zellikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak
arastirilmigtir. Bunun i¢in Oncesinde membranlar vakum altinda ince bir altin tabaka ile kaplanmig
(Quorum Q150RES, Birlesik Krallik) ve daha sonra SEM goériintiileri alinmistir (Carl Zeiss EVO LS10,
Almanya). SEM goriintiileri iizerinden JMicroVision 1.2.7 (Ulusal Saghk Orgiitii, ABD) programi
kullanilarak farkli noktalardaki rastgele segilen fiberlerin gaplart 6l¢lilmils, membranlara ait fiberlerin
ortalama ¢aplar standart sapmalari ile birlikte sunulmustur.

Absorbsiyon Testi

Yara sivisini taklit etmek icin “Pseudo Extra Cellular Fluid (PECF)” ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bunun
i¢in, sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCl), sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve dipotasyum fosfat
(K2HPOQy) distile su igerisinde ¢oziilmiis, ¢ozeltinin pH’1 8 olarak ayarlanmistir. Elektroegirme yontemi
ile hazirlanan PCL/PHBV (75:25, HFIP) membran ile ¢6ziicii uzaklastirma yontemi ile hazirlanan
PCL/PHBYV (75:25, HFIP) membran karsilastirilmistir. Her iki membran 1x1.5 cm? olarak kesilmis ve
ilk tartimlar1 alinmistir. Daha sonra bu membranlar, PECF igeren petri kaplar1 icerisine yerlestirilmis ve
24 saat 37 °C inkiibator icerisinde bekletilmistir. Beklemenin ardindan fazlalik olan PECF ¢ozeltileri
petri kabindan uzaklastirilarak membranlar tekrar tartilmistir. Yiizde absorbsiyon miktari asagidaki
esitlik ile hesaplanmustir [31].

%Wc = (W — Wo)/Wo x 100 @
Burada, Wo membranlarin ilk kuru tartimi, W 1slak iken tartimidir.
2.3. Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

In vitro Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite Testi

Insan fibroblast hiicreleri 10 cm? doku kiiltiir kabinda, 4.5 mg/ml glikoz, %10 fetal sigir serumu (FBS)
ve %1 penisilin ve streptomisin iceren 10 mL DMEM besi yerinde ¢ogaltilmistir. Besi yeri her giin
degistirilmis ve hiicreler %5’lik CO: inkiibatoriinde 37 °C tutulmuslardir. Morfolojik ve yapisal
karakterizasyon sonrasi en uygun Ozelliklere sahip oldugu belirlenen elektroegrilmis PCL/PHBV
(75:25, HFIP) membrani in vitro hiicre kiiltiir galigmalari igin se¢ilmistir. Se¢ilen membranin toksisitesi
MTT testi ile 24, 48 ve 72. saatlerde olgtilmistiir. Bu amagla, membran ¢ap1 2,5 cm olacak sekilde
dairesel olarak kesilmis ve %70’lik etanol icerisinde steril edildikten sonra 96’lik hiicre kuyucuklarina
yerlestirilmislerdir. Yerlestirilen membranlar iizerine hiicre sayis1 1x10* olacak sekilde insan fibroblast
hiicreleri ekilmistir. Kuyucuklarda yer alan besi yeri 20 ul MTT ¢o6zeltisi ve 100 ul kiiltiir besi yeri ile
degistirilmistir. Daha sonra hiicreler 37°C ve 4 saat boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi, tiim
besi yeri 6zenle uzaklastirilmis formazan kristalleri DMSO’da ¢6ziinmiis, 490 nm absorbans degerinde
ol¢tim gergeklestirilmistir (Thermo Scientific Varioskan Lux, ABD).

Hiicre Cogalmasi1 Calismasi

Segilen elektroegrilmis PCL/PHBV (75:25, HFIP) membran ¢ap1 2,5 cm olacak dairesel olarak kesilmis
ve %70’lik etanol igerisinde 1 saat ve sonrast UV altinda bekletilmek suretiyle steril edildikten sonra
96°lik kuyucuklara yerlestirilmistir. Her bir membran iizerine hiicre yogunlugu 1x10* olacak sekilde
insan fibroblast hiicreleri ekilmis, 37 °C sicaklikta %5°lik CO, ortaminda inkiibe edilmislerdir. Onceden
belirlenen 36, 72 ve 120. saat sonunda inkiibe edilen hiicreler PBS ¢ozeltisi ile 3 kez yikanmus,
membranin {izerine tutunmayan hiicrelerin uzaklastiritlmas1 saglanmistir. Daha sonra hacimce %2.5’luk
gluter aldehit ¢6zeltisinde 2 saat fikse edilmis, %30, 50, 70, 90 ve 100 kademeli etanol ¢6zeltisi i¢erinde
10’ar dakika dehidrade edilmiglerdir. Bu islemlerin ardindan kurutulan membranlarda hiicre ¢cogalmalari
SEM goriintiileri alinarak gosterilmistir.
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3. Bulgular ve Tartisma
3.1. FT-IR

Elektroegrilmis PCL, PHBV ve PCL/PHBV karisim membranlarin yapisal analizleri FT-IR ile
gosterilmistir. Sekil 1’de, membranlara ait FT-IR spektrumlar1 karsilastirilmali olarak sunulmustur.
Spektrumlarda yer alan, 1750-1710 cm™ arasinda gériilen genis pikin nedeni hem PCL hem de PHBV de
bulunan -C=0O ester karbonil grubuna ait gerilimdir. 2950-2860 cm™ arasinda gozlenen pikler
polimerlerin yapilarinda yer alan CH geriliminden kaynaklanmaktadir. 1238 cm™ ve 1164 cm™ civarinda
goriilen piklerin nedeni sirastyla polimer zincirindeki asimetrik -C-O-C- gerilimi ve -C-C- gerilimidir.
PCL/PHBYV karisimina ait spektrum incelendiginde piklerin yogunluklarinin arttig1 degerlendirilmistir.
Ayrica, yine karisim i¢in piklerde herhangi bir kayma gdzlenmemis bunun da PCL ve PHBV molekiilleri
arasinda spesifik bir etkilesim olmadigi belirtilmistir [32].
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Sekil 1. Elektroegrilmis PCL, PHBV ve PCL/PHBYV karisim membranlarina ait FT-IR spektrumlari

3.2. DSC

Biyobozunur polimerlerde kristal yapisi1 (kristalinite yiizdesi, morfolojisi, vb.) materyallerin mekanik,
1s1l, kimyasal ve bozunma davramislarini etkileyen 6nemli ozelliklerinden biridir. Bu kapsamda
elektroegrilmis PCL, PHBV ve PCL/PHBYV (75:25, HFIP) karisim membranlarinin DSC termogramlari
¢ekilmis ve elde edilen termogramlar Sekil 2°de verilmistir. Isil gegisleri temsil eden erime sicakliklari
(Tm) grafikler tizerinde sayisal olarak gosterilmistir. Elektroegrilmis PCL membran i¢in Tm, 59.84 °C
bulunmustur. PCL i¢in yapilan 6nceki c¢alismalarda erime sicakliginin 60°C derece civari olarak
raporlanmistir. Dolayisiyla bulunan degerler literatiirle uyumludur [33]. Elektroegrilmis PHBV i¢in
144,71 °C (Tmy) ve 155.39 °C (Tmy) derece olmak iizere iki adet erime sicaklik degerleri literatiirde de
verildigi gibi gdzlenmistir. Bu durum birincil kristalitlerin erimesine ve kristalize edilmis malzemenin
tekrar erimesine atfedilmektedir [34]. Elektroegrilmis PCL/PHBV membran i¢in ise hem 55.06 °C
derecede bir pik, hem de 145.9 °C ve 155.60 °C derece olmak iizere iki pik gézlenmistir. Bu degerlere
bakildiginda, membran karigiminin, hem PCL hem de PHBYV igerdigi agik bir sekilde anlasilmaktadir.
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Sekil 2. Elektroegrilmis PCL, PHBV ve PCL/PHBV karigim membranlara ait DSC termogramlari

3.3. Morfolojik Analiz

Ideal bir yara &rtii malzemesinin, hasarli deri dokusunun iyilesmesi igin bdlgeye go¢ eden hiicrelerin
yapismasi ve ¢ogalmasini saglayacak morfolojiye sahip olmasi biiyilk 6nem tagimaktadir. Ayrica, yara
bolgesindeki gaz gegirgenligini saglamasi ve yara bolgesinden eksudatin uzaklagtirilmasi i¢in birbiriyle
baglantili gozenek yapida olmasi gerekmektedir. Bunun disinda, yara ortii malzemesinin dis kisminin
disaridan gelecek bakteri tehdidine kars1 bir bariyer gorevi gormesi beklenmektedir. Bu 6zelliklere sahip
bir yara ortli malzemesi hazirlanmasi igin en uygun yontemlerden bir tanesi elektroegirme yontemidir.
Elektroegirme yonteminde kullanilan polimerin cinsi, molekiil agirligi, baslangic polimer
konsantrasyonu, polimer ¢ozeltisinin viskozitesi ve ylizey gerilimi, uygulanan voltaj, igne ucu kalinlig
ve toplayici ile igne ucu arasindaki mesafe, ¢cevresel kosullar gibi parametreler fiberlerin ¢aplarina ve
morfolojilerine dogrudan etki ettigi bir¢ok ¢alismada gdsterilmistir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak PCL ve
PHBYV karisimlarindan boncuksuz yapida ve homojen dagilmis fiberlere sahip membranlarin elde
edilmesi i¢in en uygun elektroegirme parametreleri belirlenmis ve bu caligmalardan elde edilen
elektroegrilmis membranlarin morfolojileri SEM ile incelenmistir. Ayrica fiber morfolojisine
¢oziiclinlin etkisi incelenmistir. Coziicii olarak kloroform kullanilarak elde edilen membranlar her ne
kadar boncuksuz yapida olsa da SEM goriintiileri ayrintili incelendiginde fiberler ¢aplarinin ¢ok
heterojen oldugu ve kloroform tamamen uzaklasmadigindan dolay1 fiberler iizerinde kuyucuklar
olustugu goriilmektedir (Sekil 3A, B, C). Bu durum fiberlerin daha kirilgan olmasina sebep olacagi
diistiniilmektedir. O sebeple ¢o6ziicii olarak CHCIs/HFIP karistimi ve HFIP tek basina kullanilarak
polimer karigimi hazirlanmig ve elektroegirme prosesine tabi tutulmustur. Fiber morfolojisi
incelendiginde fiberler iizerinde o kirilgan yapinin ortadan kalktigi gozlenmis ve iki ¢ozelti sistemi
arasindan fiber caplar1 ve gézenek yapilarinin daha homojen olarak elde edildigi HFIP tek basina ¢oziicii
olarak kullanilarak hazirlanan membranlar bir sonraki asama igin secilmistir.

Yapilan 6n ¢aligmalardan elde edilen bulgulara gére boncuksuz yapida ve homojen fiberlere
sahip membranlarin eldesi icin PCL/PHBYV agirlik¢ca %50:50 ve %75:25 olacak sekilde karistirilmis ve
¢ozelti hacimce %15 olacak sekilde CHCls, CHCIs/HFIP (v/v, 50:50) ve HFIP ¢6ziicti sistemlerde
hazirlanmistir. Elektroegirme parametreleri i¢in ise en optimum kosullar igne ucu-toplayici arasi mesafe
15 cm, uygulanan gerilim 15 kV ve akis hiz1 ise 1 mL/h olarak belirlenmistir. Hazirlanan elektroegrilmis
PCL, PHBV ve PCL/PHBY membranlarin karigim oranlar1 Tablo 1’de verilmistir.
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Tablo 1. Hazirlanan elektroegrilmis PCL, PHBV ve PCL/PHBV membranlarin % karigim oranlari ve ortalama
fiber ¢aplar1 (um)

PCL PHBV Coziicii Ortalama Fiber Cap1
100 0 CHCl; 2,116 + 0,350

50 50 CHCl; 1,327 £ 0,570

50 50 CHCI3/HFIP (50:50) 1,141 + 0,200

50 50 HFIP 1,067 + 0,331

75 25 CHCI3 1,373 £ 0,561

75 25 CHCI3/HFIP (50:50) 1,560 + 0,267

75 25 HFIP 0,933 +0,186

0 100 CHCl3 Fiber gozlenmedi

Elektroegrilmis PCL ve PCL/PHBV karigim membranlarina ait SEM goriintiilerinden (Sekil 3)
fiberlerin toplayici iizerine kesintisiz ve homojen sekilde rastgele yayildigi, herhangi bir boncuk
yapisinin yer almadigi goriilmektedir. Ancak, %100 PHBV membrana ait SEM goriintiilerinde herhangi
bir fiber yapis1 gézlenmemistir. SEM goriintiileri tizerinde farkli noktalardan rastgele segilen 50 fiber
kullanilarak gergeklestirilen 6l¢limlerde membranlari olusturan fiberlerin ortalama ¢aplar1 1 pm ile 2,12
um arasinda bulunmustur. Ortalama fiber gaplar1 standart sapmalari ile birlikte Sekil 4’te sunulmustur.
Bu sonuglara gore PCL/PHBYV (75:25) karisimi olarak %100 HFIP igerisinde hazirlanan membranina
ait fiberlerin gerek morfolojisi gerekse fiber gaplar1 goz oniine alindiginda in vitro hiicre galigmasi igin
uygun bulunmustur.
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Sekil 3. Elektroegrilmis membranlara ait SEM goriintiileri A) PCL (CHCIs), B) PCL/PHBV (50:50,
CHCI3), C) PCL/PHBYV (75:25, CHCl3), D) PCL/PHBYV (50:50, CHCI3/HFIP), E) PCL/PHBYV (50:50,
HFIP), F) PCL/PHBV (75:25, CHCI3/HFIP), G) PCL/PHBV (75:25, HFIP), H) PHBV (CHCI5)
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Sekil 3 (devami). Elektroegrilmis membranlara ait SEM goriintiileri A) PCL (CHCIs), B) PCL/PHBV
(50:50, CHCls), C) PCL/PHBV (75:25, CHCI3), D) PCL/PHBYV (50:50, CHCI3/HFIP), E) PCL/PHBV
(50:50, HFIP), F) PCL/PHBV (75:25, CHCI3/HFIP), G) PCL/PHBYV (75:25, HFIP), H) PHBV (CHClIs)
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Sekil 4. Elektroegrilmis membranlarin ortalama fiber gaplari
3.4. Absorbsiyon Testi

Yara bolgesinden eksudatin uzaklagtirilmasi igin yiiksek absorbsiyon kapasitesi, yara ortii malzemeleri
icin 6nemli ve kritik bir parametredir [21]. Calismada, ¢oziicii uzaklastirma yontemi ile petri kapi
tizerinde {iretilen PCL/PHBV membran ile elektroegrilmis PCL/PHBV (75:25, HFIP) karisim
membraninin absorbsiyon kapasitesi ol¢lilmiis ve Sekil 5°te sunulmustur. Sekilden de goriildigi gibi
elektroegrilmis membranin absorbsiyon kapasitesi yaklasik %407 olarak dl¢iiliirken, petri kabi tizerinde
¢oziicii uzaklastirma yontemi ile elde edilen elektroegrilmemis membranin sivi tutma kapasite yaklasik
%3 olarak Ol¢iilmistiir. Aradaki farkin bu kadar yiiksek olmasi elektroegrilmis membranin birbiriyle
baglantilt gozenekli fibroz yapisindan kaynaklanmaktadir.

500 1
400 -
300 A

200 A

Absorbsiyon Kapasitesi (%)

100 1

Elektroegrilmis PCL/PHBV (75:25, HFIP)  Elektroegrilmemis PCL/PHBV (75:25,
membran HFIP) membran

Sekil 5. Absorbsiyon Kapasite Testi Sonuglari
3.5. In vitro Hiicre Kiiltiirii ve Sitotoksisite Testi

Hiicre canliligit MTT testi ile 24, 48 ve 72. saat i¢in Ol¢iilmiistiir. MTT testinde, sar1 tetrazoliumun yalniz
canli hiicreler igerisinde mor formazan kristallerine donlismekte ve bu doniisiim prosesi her bir
kuyucuktaki canli hiicreleri gostermektedir [35]. Elektroegrilmis PCL ve PCL/PHBV (75:25, HFIP)
membranlari iizerine ekilmis insan fibroblast hiicrelerinin 24, 48 ve 72. saat hiicre canlilik sonuglar1
Sekil 6’da verilmistir. Sekilden de goriildiigii gibi hiicrelerin membran yiizeylerine tutundugu ve canlilik
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oranlarimin  %92’in {izerinde oldugu gorilmektedir. Elektroegrilmis PCL/PHBV (75:25, HFIP)
membranina ekilen hiicrelerin elektroegrilmis PCL membrana kiyasla canlilik oranlarinin daha yiiksek
oldugu goriilmiistir. Bu artisin, sentetik bir polimer olan PCL’in tek bagina kullanilmasindan ziyade
dogal bir polimer olan PHBYV ile birlikte kullaniminin sinerjik bir etki olusturdugu ve 3 boyutlu olarak
hiicre canlilig1 agisindan daha etkili oldugunu gostermektedir.

‘_‘100' \\ Q Q
gsg- § § §
B NI N N
AN N \ \
N N \ \

N\ \ \
T N \ \

Siire (saat)
M PCL = PCL+PHBV # KONTROL

Sekil 6. Hiicre canlilig1 ve sitotoksisite testi, x ekseni siire (saat)
3.6. Hiicre Yapismasi

Elektroegrilmis PCL ve PCL/PHBV (75:25, HFIP) membranlar iizerine ekilmis insan fibroblast
hiicrelerinin 36, 72 ve 120. saat hiicre yapigsmalarina ait SEM goriintiileri Sekil 7 ve 8’de sunulmustur.
SEM goriintiilerinden de acgikga gozlemlendigi gibi PCL/PHBV (75:25, HFIP) membranina ekilen
hiicrelerin 120. saat sonunda neredeyse tiim membran yiizeyini kapladigi ve PCL membrana orana gore
daha fazla hiicrenin yayildigi goriilmiistiir. Bunun sebebinin PCL/PHBV membranin PCL. membrana
oranla 3 boyutlu morfolojik yapisinin hiicrelerin fiberler arasinda yayilmasina desteleyecek ozellikte
oldugu degerlendirilmistir.
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Sekil 7. Hiicre yapismasi SEM goriintiileri A) PCL (CHCls), 36. saat, B) PCL (CHCl3), 72. saat, C)
PCL (CHCls), 120. saat
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Sekil 8. Hiicre yapigsmas: SEM goriintiilere A) PCL/PHBV (75:25, HFIP), 36. saat, B) PCL/PHBV (75:25,
HFIP), 72. saat, C) PCL/PHBV (75:25, HFIP), 120. saat

4. Sonuc ve Oneriler

Bu galigmada, yara ortii malzemesi olarak degerlendirmek {izere PCL, PHBV ve PCL/PHBYV karigimlari
agirhikga farkli oranlarda (100:0, 50:50, 75:25, 0:100) ve farkli ¢oziiciiler kullanilarak (CHClIs,
CHCI3/HFIP (v/v, 50:50) ve HFIP) elektroegirme islemine tabi tutularak fibroz yapida membranlar
uretilmistir. Elde edilen membranlarin kimyasal analizi FT-IR ile termal analizi ise DSC ile
gerceklestirilmistir. Bulunan sonuglar literatiirde yapilan benzer calismalarda bulunan sonuglarla
uyumlu oldugu tespit edilmistir. Membranlarin yapisal analizi ise SEM ile incelenmistir. SEM
goriintiilerinden elektroegrilmis membranlarin boncuksuz yapida ve rastgele dagilan fiberlere sahip
oldugu ve membranlarin ortalama fiber ¢aplarinin 1 pm ile 2,12 pm arasinda degistigi gosterilmistir.
Membranlar arasinda PCL/PHBV (75:25, HFIP) 0.933+0.186 um fiber gapi ile en kiiciik fiber ¢apina
sahip membran olarak bulunmustur. Bunun yan1 sira bu membrana ait fiber dagilimi diger membranlara
kiyasla daha homojen oldugu belirlenmistir. Elektroegrilmis PCL/PHBV (75:25, HFIP) membranin
absorbsiyon kapasitesi ayrica ol¢iilmiis ve %407 gibi yiiksek bir sivi tutma kapasitesine sahip oldugu
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gosterilmistir. Elektroegrilmis PCL ve PCL/PHBV (75:25, HFIP) membranlari iizerine insan fibroblast
hiicreleri ekilmis, hiicre canlilig1 ve toksisite davranislari incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore her
iki membranin da toksik dzellik gostermedigi ve 24, 48 ve 72. saat i¢in hiicre canlilik yiizdeleri PCL
membran igin yaklagik %92 ve PCL/PHBV (75:25, HFIP) membran i¢in ise yaklasik %97 oldugu
belirlenmistir. Membranlarin iizerine ekilen hiicrelerin 36, 72 ve 120. saat i¢in ¢ogalmalar1 SEM ile
gosterilmistir. Buna gore PCL/PHBV (75:25, HFIP) membram iizerindeki hiicre ¢ogalmasinin PCL
membranina kiyasla daha yiiksek oldugu gosterilmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore, dogru
elektroegirme parametreleri ve ¢oziicli sistemleri kullanildiginda PCL ve PHBV’nin tek basina
kullanilmasindan ziyade karigim olarak kullanilmalarinin sinerjik bir etki olusturdugu ve elektroegrilmis
PCL/PHBV karisim membranlarinin yara Ortii malzemesi olarak ¢ok iyi bir aday oldugu
degerlendirilmistir.
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