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Hasarli kemik yapilarinin onariminda gesitli uygulamalar gergeklestirilmesine ragmen giinimuzde
daha ¢ok kemigin yeniden tiretim yontemlerine odaklanilmistir. Bu nedenle son zamanlarda yapay kemik
iskele tizerine ¢aligmalar bilyiik bir artis gostermistir. Bu calismada kemik doku rejenerasyonunda
kullanilmak tizere, hiicre biyiumesine imkéan saglayan, hidrofilik ézellikte, yiuksek biyobozunurluk ve
iyilestirilmis mekanik 6zelliklere sahip kemik iskele iiretimi gergeklestirilmistir. . Biyobozunur polimer
olarak PCL (Polycabrolacton), dogal polimer olarak kitosan ve Lamium galeobdolon ekstrakti ile
kaplanmis giimils nanopartikiil (BB-eAgNP) kullanilarak elektro-egirme yontemiyle nanofiber iiretimi
gerceklestirilmis ve nanofiberlerin morfolojik, mekanik 6zellikleri, antibakteriyel aktiviteleri ve
biyobozunurluklar1 analiz edilmistir. Analiz sonucuna gore E.coli bakterisine karsi antibakteriyel 6zellikte,
hidrofilik 6zelligi yiiksek, BB-eAgNP katkisiyla iletkenligi artirilmis ve saf PCL’ ye kiyasla bozunma
stiresi uzatilmis, iyilestirilmis mekanik 6zellik veren diisiik capta ve diizgiin formda nanofiber yapisina
sahip biyomalzeme elde edilmistir. Yapilan invitro ¢alismalar neticesine de bakilarak BB-eAgNP katkili
PCL/ Kitosan nanofiber yapisindan elde edilen kemik iskelenin uzun siireli kemik doku miihendisligi

calismalarinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Elektro-egirme yontemi, Giimiis Nanopartikiil, Kemik Doku Rejenerasyonu,

Lamium Galeobdolon, Yesil Sentez
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MS THESIS

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN/ PCL
NANOFIBERS ADDED SILVER NANOPARTICLES ENCAPSULATED WITH
LAMIUM GALEOBDOLON EXTRACT FOR BONE TISSUE
REGENERATION
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Although various applications have been carried out in the repair of damaged bone structures,
today more focused on bone regeneration methods. Therefore, studies on artificial bone scaffolding have
increased recently. In this study, bone scaffolds with hydrophilic properties, high biodegradability and
improved mechanical properties are produced using for bone tissue regeneration. Nanofibers are produced
by electro-spinning method using PCL (Polycabrolacton) as biodegradable polymer, silver nanoparticle
(BB-eAgNP) coated with chitosan and Lamium galeobdolone extract as natural polymer, and the
morphological, mechanical properties, antibacterial activities and biodegradability of nanofibers are
analyzed. According to the results of the analysis, antibacterial properties against E.coli bacteria, is
effective. High hydrophilic properties and increased conductivity are held with BB-eAgNP additive,
extended degradation time compared to pure PCL, low diameter and smooth form nanofibers. The
biomaterial was obtained. Considering the results of in vitro studies, it is thought that the bone scaffold
obtained from BB-eAgNP doped PCL/ Chitosan nanofiber structure can be used in long-term bone tissue

engineering studies.

Keywords: Bone Tissue Regeneration, Electrospinning Method, Green Synthesis, Lamium
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Vi

ONSOZz

Bu ¢alisma 211319015 numarali Kemik Doku Miihendisliginde iskele Tasarmmi
I¢in Kullanmilmak Uzere Nanofiber Uretimi isimli proje ile Necmettin Erbakan
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatdrliigii tarafindan desteklenmis ve

Yiiksek Lisans Tezi olarak sunulmustur.

Tez ¢alismamin her agamasinda destegini esirgemeyen degerli danigsman hocam

Prof. Dr. Ahmet AKDEMIR’e

Tez calismamin basarilt bir sekilde tamamlanabilmesi i¢in sagladigi
desteklerinden ve bilimsel yonlendirmelerinden dolay1 degerli hocam Prof Dr. Ahmet

AVCI ‘ya

Gerek laboratuvar caligmalarinda gerekse tez yazim asamalarinda destegini

esirgemeyen Ars. Gor. Cansu GUNES ve boliim arkadaslarima,

Hayatimin her alaninda maddi ve manevi desteklerini hep yanimda hissettigim bu
strecte rahmetli olan babam Naci ALTAN’a, annem Giilhan ALTAN’a, esim Nurullah
YIRTMAZ’a, abim Gokhan ve yengem Pmar ALTAN’a tesekkiirii borg bilirim.

Tugee YIRTMAZ

KONY A-2022



vii

ICINDEKILER

O ZET .ot v
F N =T I X H TR v
OINSOZ ..ottt e ettt ettt Vi
TABLOLAR DIZINI ..........c.coooiiiiiicceeeeee e X
SEKILLER DIZINI .....c.coooiiiiiiioeeceeeeeeeeeee e Xi
SIMGELER VE KISALTMALAR............cccooviiiioeetiteeeeeee s en e, Xiii
LLGIRIS ...ttt ettt et 1
2 KAYNAK ARASTIRMASI .....ooooviiiiiiieieecteeeeeeeeee sttt en s 4
2.1. KAS VO ISKEICE STSLEIMI ... .vveveeeeeeeee et ee ettt et e et e et e et e et e eee e e e enies 4
2.1.1. Kemik dokusunun yapist V& ONEMI .........eeerureeriireerireesiiiesniiiessiieeesineeesneeens 4

2.1.2. Kemik dokusundaki hastaliklar, hasarlar, kiriklar ve iyilestirme metodlari....5

2.2. DOKU MURENAISIIZT ...vvvvvviiiiiiei et 6
2.2.1. Kemik doku mihendiSIii.........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicee e 8
2.2.2. Kemik doku mithendisligi iskeleleri........ccccccuiiiiiiiiiiiiiiniiiiiii i 9
2.2.3. Gozenekli kemik iskele tasarimi i¢in kullanilan yaklagimlar ....................... 10
2.2.4. Ideal kemik doku iskelede bulunmasi gereken 6zellikler .............c.cocveeneen... 10

2.3 POIIMETIET ..o 12
2.3.1. DOZal POIMETIET.....cciiiiiiiiiiiiiie e 12
2.3.2. Sentetik POIIMETIE ....c..veeee e 14

2.4. Nanoteknoloji ve Uygulama Alanlart ...........cccoceeviiiiiieiniiiiiiene e 16
2.4.1. Nanofiberler ve uygulama alanlart .............cccooeiiii e 18
2.4.2. Nanofiber Gretim yOntemIeri..........ccceoviveeiiie e 19

2.5. EleKtro-EZirme YONtEMI ....ccuvveiiiiiiieiiiieiiie et sieesiee ettt siee et sree et 22
2.5.1. Elektro-egirme cihazi bBORIMIET........ccueeiiiiiiiiiieiie e 23
2.5.2. Elektro-egirme cihazi galisma prensibi........cccecvveiieiieeiiiesiieiie e 24
2.5.3. Elektro-egirme siirecini etkileyen parametreler ..........ccoovveiiviieiiieiiiieninnn 24

2.5.4. Elektro-egirme yontemi ve diger nanofiber iiretim yontemlerinin
KarSHaSTITTIMAST .....viviiiiiee et e e e e e e e s a e e e e e e nnreees 27



viii

2.5.5. Elektro-egirme yontemiyle iiretilen nanofiberlerin kemik doku mithendisligi

tizerine yapilan literatiir galismalart ...........ccooiiiiiiiiiiiii 28
2.6. GUmiis Nanopartikiil ..........ccovviiiiiiiiiieiii e 30
2.6.1. Glimiis nanopartikiil iiretim metotlar: ve yesil Sentez ...........oooevvveeiiivenennnn 31
2.6.2. Glimiis nanopartikiillerin kemik dokusunda kullanimi..............cccccevvinenennn 32
2.7. Sar1 Ballibaba Bitkisi (Lamium Galeobdolon) ...........ccccevviiiiniiniiien 34
2.8. Ballibaba Bitkisinin Biyomedikal Alanindaki Calismalara Katkisti .................... 35
. MATERYAL VE YONTEM .....coiititiiiieeeeeeee ettt en s 37
3.1. Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve OzelliKIeri ............cccvceveirvireieirerieinnens 37
3.2. Kullanilan CihazIar ... 38
3.2.1. Laboratuvar ortaminda kullanilan cihazlar ...............ccoocooiiii 38
3.2.2. Hazirlanan numunelerin analizi i¢in kullanilan cihazlar .......................... 39

3.3.Yesil Sentez Yontemiyle Bitki Oziitii ile Enkapsiile Giimiis Nanopartikiil Uretimi

(BAGINP) et e et e et e e arre e 39
3.4. Elektro-egirme Yontemiyle Nanofiber Uretimi icin Soliisyon Hazirlama........... 41
3.4.1. PCL/ Kitosan soliisyonu hazirlama; ..............ccccvvviiiiineiiniiiiiiiee i 41
3.4.2. %1 ballibaba enkapsiile giimiis nanopartikiil ekstraktli PCL/ Kitosan
SOlUSYONU hAZITIAMA ... 42
3.4.3. %2 ballibaba enkapsiile giimiis nanopartikiil ekstraktli PCL/ Kitosan
SOIUSYONU hAZITIAMA ... 43
3.4.4. %3 ballibaba enkapsiile giimiis nanopartikiil ekstraktli PCL/ Kitosan
SOIUSYONU haZITIAMA ...t 44
3.5. Elektro-Egirme Yo6ntemiyle Yesil Sentezlenmis Balhbalza Bitkisiyle Enkapstule
Edilmis Ag Katkili PCL/ Kitosan Nanokompozit Nanofiber Uretimi....................... 44
3.5.1. Elektro-egirme yontemiyle nanofiber iiretimi igin kullanilan parametrelere ait
OZEIIKIET .. 45
3.6. Uretilen Nanofiberlerin Karakteristik Ozelliklerinin Incelenmesi ...................... 46
3.6.1. FE-SEM @NAIIZI ...cvviiiiiiiiciiee e 46
3.6.2. FTIR @NAKIZI ..o 47
3.6.3. XRD @NANIZI....coiiiiiiiiie e 47
3.6.4. TGA @NANZI ..ot 47
3.6.5. SULEMAS ACIST .eeviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeee e e et et ettt et e e et e e e e e e e e e e e eeeeeeeaeeaeaeeteaaaeeaereeaeaeees 48
3.7. Uretilen Nanofiberlerin Mekanik Analizi ............ccccooovvivviiiiiiivecsccceees 48
3.8. Biyobozunurluk ANGliZi ..........ccoeviiiiiiiic e 48

3.9. Antibakteriyel AKtiVe ANANIZI...........cccvviiiiiiiic e 48



4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA ........oiioiieeeeeeeeeeeeeeereeeeeen. 50
4.1, FE-SEM ANAHZI SONUCU .....uvviiiiiiieiiie ettt snnee e 50
4.2. X Isint Kirinimi (XRD)ANalizi SONUCU ....cooivviiieiiiiiiie et o1
4.3. Termogravimetrik (TGA) Analizi SONUCU .........ccceiiieiiiiiieiienee e 52
4.4, FTIR ANAIIZI SONUCU ....ovviiiiiie ettt anaee e 55
4.5. SUTemas AgiS1 ANAlIZ SONUCU .....eeieiiiiiiieiiiiiie ettt 56
4.6. In Vitro Biyobozunurluk Analizi SONUCU .........c.cccveveirvireriiiierieisereeeeieveeeae, 58
4.7. Antibakteriyel AKtivite OIGUM SONUCU.........c.cvovevvevererereeeeeeee et 59
4.8. MeKanik ANAIZ SONUCU ........oveiiiieiiii ettt snnee e 61

5. SONUCLAR VE ONERILER ............c.cococooviiiiiiieeeeee et 64
5.1, SONUGIAT ... .o 64
2 @ 1= 1T RSO U 66

6. KAYNAKLAR . ..ttt 67



TABLOLAR DIZINI
Tablo 1 Kemik iskele tasariminda kullanilan teknikler .............cccoevveeviiniiiin e, 10
Tablo 2 Elektro-egirme siirecini etkileyen parametreler ...........ccevvvenieiiieniiieninennnne, 24
Tablo 3 Cozeltiye ait deZISKENIET ......ccvvieiiiieiiiee e 25
Tablo 4 Islem parametrelerine ait deFiSKenler ...........ccovvviririeievirireeieeecceee e 26
Tablo 5 Cevresel deZiSKenIer .........c.ueiviiiiiiiiieiii e 26
Tablo 6 Elektro-egirme yontemi ve diger yontemlerin karsilastiriimasi.............c......... 27
Tablo 7 Giimiis nanopartikiil kullanim alanlart.............ccoceeeviiiiinii 30
Tablo 8 Analiz i¢in kullanilan cihazlar.............cceoiuveiiiee i 39
Tablo 9 Uretimde kullanilan malzemeler ve kullanim amaglart .............cccceevevevennnnn. 45
Tablo 10 Hazirlanan nanofiberler ve ongiiriilen kullanim amaci............cceovvevneenncene 45
Tablo 11 Elektro-egirme yontemi i¢in kullanilan parametre degerleri ..............ccoeennee.. 46
Tablo 12 TGA dagilim analiz sonucuna ait bilgiler ............ccceviieiiiiiniiiiieiieeee 52
Tablo 13 Nanofiberlere ait su temas agis1 Slgiim sonuClart .........ccceeevvvvveeeiiiiveeeeeiinnee. 56

Tablo 14 Nanofiber malzemelerin mekanik analiz sonuglari .............coovveeiviveneecennen. 62



xi

SEKILLER DiZiNi
SeKil 1 KemMIZIN YaPIST ...uvvveiiiiiiiiiiiiiie ettt 5
Sekil 2 Doku miihendisligi uygulamasinin sematik goSterimi ............ccvvvrveeenivneeninneennn 8
Sekil 3 Doku miihendisligi kemik iskele uygulamast...........ccooeviiiiiiiiiiniiieniiecn 10
Sekil 4 Kitinden deasetilasyon ile KitoSan SENEZi ..........ccccvvviieiiieiiiiiiccc e 13
SEKIl 5 PCL SENIEZI ....eeeivveeeiiiee ettt tee et e e snae e e nntaeennneeesnneee s 15
Sekil 6 Elektro-egirme yontemiyle iiretilen tipik bir nanofiber yapist .........cccocvervennee. 18
Sekil 7 Nanofiber Gretim YONTEMIEIT. ........ooviiiiiiiii e 20
Sekil 8 EIeKro-eZirme YONTEMI......ceiviiiiiiiiiiiiieiiie e 22
Sekil 9 Elektro-egirme cihazi bOWIMICTT .....c.coiviiiiiiiiiiiiec e 23
SekKil 10 AGNP Gretim SUIECH ......eiiveeiiieiiie ettt 32
Sekil 11 Lamium galeobdolon DItKiSH .........ccoiiiiiiiiiiii e 35
Sekil 12 Elektro-egirme cihazi ve bOTIMIETT........ccueviviiiieiiiiiie i 38
Sekil 13 Hazirlanan ballibaba bitki 0ziitli g0rseli..........uvvvviiiieiiiiiiiiiiiiiiie e, 39

Sekil 14 Ballibaba ile enkapsiile edilmis giimiis nanopartikiillerin Gretim sireci. a) Bitki
Oziitli hazirlanmasi, b) Bitki 6ziitii filtrasyonu, c¢) Karisimin cam kaba aktarilmasi, d)
Etiivde buharlastirma iglemi ile saf suyun uzaklastirilmasi, e) Etiiv islemi sonras1
kurutulmus ¢6zelti, ) Ballibaba ile enkapsiile edilmis giimiis nanopartikiiller.............. 40

Sekil 15 PCL/ Kitosan soliisyonu hazirlama agamalar1 a) PCL soliisyonu b) Kitosan
soliisyonu ¢) PCL/KItoSan SOIUSYONU ......cccuvveiiuiieeiiiieeciie e e 41

Sekil 16 %1 BB-eAgNP PCL/ Kitosan soliisyonu hazirlama asamalari. a) %1BB-
eAgNp PCL soliisyonu b) Kitosan soliisyonu c) %1 BB-eAgNP PCL/Kitosan
Y0 111530 o L1 USSR 42

Sekil 17%2 BB-eAgNP PCL/ Kitosan Soliisyonu Hazirlama Asamalar1. a)%2BB-
eAgNp PCL soliisyonu b)Kitosan sollisyonu ¢)%2 BB-eAgNP PCL/Kitosan Soliisyonu

Sekil 18 %3 BB-eAgNP PCL/ Kitosan Soliisyonu Hazirlama Asamalar1. a)%3BB-
eAgNp PCL soliisyonu b)Kitosan sollisyonu ¢)%3 BB-eAgNP PCL/Kitosan Sollisyonu

.................................................................................................................................... 44
Sekil 19 Nanofiberlere ait SEM analiz gorintuleri a) Saf PCL/ Kitosan nanofiber b) %1
BB- eAgNP nanofiber ¢) %2 BB- eAgNP nanofiber d) %3 BB- eAgNP nanofiber ......51

Sekil 20 Nanofiberlere ait XRD goruntileri a) Saf PCL/ Kitosan nanofiber b) %1 BB-
eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber ¢) %2 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 BB-
eAgNP PCL/ Kitosan NanOfIber..........oocuviiii it 52



xii

Sekil 21 Saf PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilimi............ccccceeviiiiiiiiiiicninnn, 53
Sekil 22 %1 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilimi .............ccccoveee. o4
Sekil 23 %2 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilimi .............ccccoveee. 54
Sekil 24 %3 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilimi .............cccccveee. 54
Sekil 25 Nanofiber yapilarin FTIR spektrumlar1 a) Saf PCL/ Kitosan b) %1 BB-eAgNP

PCL/ KIOSAN. ...t s 55

Sekil 26 Nanofiberlere ait su temas agis1 a) Saf PCL/ Kitosan nanofiber b) %1 eAgNP
PCL/ Kitosan nanofiber c) %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 eAgNP PCL/
KitoSan NANOTIDET .........ceiiiiie s 57

Sekil 27 Numunelerin zamana bagli agirlik kayiplart..........ccccooiiiii 59

Sekil 28 Escherichia Coli 25922 bakterisine karsi nanofiberlerin gdstermis oldugu
antibakteriyel aktivite. a) Saf PCL/Kitosan nanofiber b) %1 eAgNP PCL/ Kitosan
nanofiber c) %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber

Sekil 29 Staphylococcus Aureus 29213 bakterisine karsi nanofiberlerin géstermis
oldugu antibakteriyel aktivite. a) Saf PCL/Kitosan nanofiber b) %1 eAgNP PCL/
Kitosan nanofiber ¢) %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 eAgNP PCL/ Kitosan
NANOTIDET ...t 61

Sekil 30 Nanofiberlerin gerinim- gerilim egrisi a) Saf PCL/Kitosan nanofiber b) %1
eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber ¢) %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 eAgNP
PCL/ KitoSan NANOTIDET ........ooiiiiiiiie e 62



Simgeler

°C
ml
mm
cm
g
kV
wiv
McF
Ag+
mg
ml
mm
nm
pH
rpm

Kisaltmalar

BB-eAgNP
eAgNP
ECM
E.coli

FDA
FE-SEM

SIMGELER VE KISALTMALAR

celcius

mikrolitre

mikrometre

santimetre

gram

Kilovolt

agirlik/hacim

McFarland

Giimiis Iyonu

Miligram

mililitre

milimetre

nanometre

power of hydrogen (hidrojen giici)
revolutions per minute (dakikadaki devir sayis1)

Ballibaba Enkapsiile Giimiis Nanopartikiil
Enkapsiile Glimiis Nanopartikiil

Ekstraselliiler Matriks (Hiicre Dis1 Matris)
Escherichia coli

Food and Drug Administration (Amerikan Gida ve Ilag Kurumu)
Field Emission Scanning Electron Microscope (Alan Emisyonlu

Taramali Elektron Mikroskobu)

xiii

FTIR Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Fourier Doniistiiriicti Infrared
Spektroskopisi)

PBS Phosphate Buffered Saline (Fosfat Tamponlu Tuz)

S.aureus Staphylococcus aureus

TGA Termal Gravimetrik Analiz

XRD X-Ray Diffraction (X Ismnimi Kirmimi)

PCL Polikaprolakton

PLA Poli (laktik) asit

PGA Poli (glikolik asit)

PLGA Poli (L-Laktik-ko-glikolik asit)



1.GIRIS

Viicudumuzda yer alan kemikler kemik iligi, kemik doku ve perosteumdan
olugmaktadir. Damar ve sinir yapilartyla donatilmis bu kemikler, viicudu desteklemek,
organlar1 korumak, hareketi saglamak ve besinleri depolamak gibi birgok islevi yerine
getirmektedir (Topaloglu, Ketani ve arkadaslar1 2017). Cesitli olaylar sonucunda
meydana gelen kemik hasarlarmda doku mithendisligi ¢alismalar1 dikkat cekmektedir.

Doku miihendisligi, hasar gérmiis ya da fonksiyonel 6zelligini tamamen yitirmis
doku ve organlarin onarimini amaglayan disiplinlerarasi ¢alisan bir bilim dalidir. Doku
miithendisligi ¢alismalar1 3 bilesene sahiptir. Bunlar kok hiicreler, hiicre blylmesine
tetikleyen biyosinyaller, biiytime faktorleri ve bu hiicrelerin ekiminin yapildigi suni
ekstraseliilar matriks 6zelligi saglayan doku iskeleleridir. (Karahaliloglu 2009).

Doku miihendisligi caligmalar1 bu 3 bileseni icerecek sekilde su sekilde
gerceklesmektedir. Saglikli hiicrelerin izole edilmesi, izole edilen hicrenin invitro
kosullarda ¢ogaltilmasi, doku iskelelerine naklinin gergeklestirilmesi, zerine gerekli
parametreler (biyoaktif molekuller, besin, oksijen vb) eklenerek doku eldesinin
saglanmasi ve saglikli dokunun viicutta hasarli kisma implante edilmesidir (Kobolak,
Dinnyes ve arkadaglar1 2016).

Son yillarda doku miithendisligi uygulamalarinda karsilasilan sorunlar1 ¢6zmek,
mekanik ve biyolojik performansi arttirmak amaciyla maddelerin nano boyutlarina kadar
inilerek cesitli avantaj saglayacak ozelliklerinin kullanildig1 nanoteknoloji alanindan
yararlanilmaktadir (Hasan, Morshed ve arkadaslar1 2018).

Gelisen teknolojik calismalar neticesinde kemik onarimi i¢in ¢esitli yontemler
kullanilmakla beraber giiniimiizde daha ¢ok kemigin yeniden insa edilmesi yontemleri
iizerinde durulmaktadir. Bu alanda doku miihendisligi ve nanoteknolojik gelismelerdeki
calismalar hiz kesmeden devam etmektedir. Kemigin yeniden insas1 iizerine yapilan
calismalar doku miihendisligi alaninda yeni bir alt dalin olugsmasina neden olmus ve
kemik doku miihendisligi olarak karsimiza ¢ikan bu alan 6nemli bir arastirma alani haline
gelmistir. Oyleki kemik doku miihendisligi sayesinde hastalikli ve hasarli doku onarimi

gergeklestirilerek dokuya eski islevinin kazandirilmas: saglanmaktadir (Hutmacher
2000).



Kemik doku miihendisligi alaninda yapilan ¢aligmalar bize doku rejenerasyon
stirecinde etkili olan hiicre dis1 matris (ECM) iskele tasarimmin olduk¢a 6nemli bir alan
oldugunu gostermektedir Bu baglamda yapay kemik iskele uUretiminde(scaffold)
biyouyumluluk, toksik olmama, yabanci cisim reaksiyonuna neden olmama, biyobozunur
olma, malzeme dayanimi, yiiksek gozeneklilik orani gibi ¢esitli parametreler 6nem
kazanmaktadir (Neslihan, Sahin ve arkadaslar1 2019) (Causa, Netti ve arkadaslar1 2007).
Olusturulan yapay kemik iskele sagliklt dokunun yeniden olusmasi, hiicrelerin ¢ogalmasi
ve kendi hiicre dig1 matrisini olusturmasi igin olanak saglar (Bulbul 2019).

Yapay kemik iskele tasarimi yapilirken dogal, sentetik ve kompozit malzemeler
kullanilabilmektedir (Causa, Netti ve arkadaslar1 2007). Dogal ve sentetik polimer
karigimlari, polimer- seramik karigimlari gibi kompozit malzemeler bu anlamda ilgi
¢ekicidir bunun nedeni insan viicudun kompleks yapist nedeniyle yapilacak tasarimin
buna en yakin sekilde planlamasinin yapilmak istenmesidir (Konuk 2017).

Son zamanlarda ECM’yi taklit yetenegine sahip yapay kemik iskele iiretiminde
nanofiberler ve elektro-egirme yontemi iizerine yogun ¢alismalar goriilmekte olup (Si,
Tang ve arkadaslar1 2014) bu yontemle {iretimi yapilan nanofiberler yiiksek diizeyde
gozenekli yapi, yiiksek yiizey alani/ hacim orani ve gaz gegirgenligine sahiptir. (Fang,
Niu ve arkadaglar1 2008).

Ayni zamanda hiicrelerin baglanmasi i¢cin uygun ortam saglama ve besin
gecislerine imkan veren yliksek diizeyde gdzeneklilik orani saglamasi avantajlarindan
dolay1 da kemik iskele tiretiminde elektro-egirme kullanimi yaygmdir (Nair ve Laurencin
2008) (Teo ve Ramakrishna 2006).

Kitosan, jelatin, ipek fibrin ve kolajen gibi dogal polimerler poli (laktik-ko-
glikolik asit), polilaktik asit, poli (glikolik asit), poli (kaprolakton) gibi yapay polimerler
yapay kemik iskele (retiminde elektro-egirme yonteminde yaygm olarak
kullanilmaktadir (Khajavi, Abbasipour ve arkadaslar1 2016).

Kitosan, hyaluronik asit, kondroitin silfat ve alijinat gibi polisakkarit yapili
polimerlerin bu alanda kullanimi yaygin olmakla birlikte hyaluronik asit ve kondroitin
siilfat gibi hayvansal kaynakli olanlar hastalik riski olusturmaktadir (Lanza, Langer ve
arkadaglar1 2020). Buna ragmen kitosan ve aljinat biyopolimerleri ise bu alanda daha ¢ok

tercih edilmektedir. (Bose, Roy ve arkadagslar1 2012).



Elektro-egirme yontemiyle nanofiber ftretimi gergeklestirilirken kullanilan
nanopartikillerin fiziksel, kimyasal ve biyolojik metotlar kullanilarak iiretimi
gerceklestirilebilmektedir (Sinha, Paul ve arkadaslar1 2015).

Bu yontemler icerisinde gevre dostu, yenilebilirlik ve pratik iiretim asamasi
katkilarindan dolayi sik sik rastlanilan yesil sentez olarak da ifade edilen biyolojik sentez
toksik kimyasal kullanimina izin vermeyen, yiiksek sicaklik, enerji ve basing gibi
maliyete neden olabilecek faktorlere de ihtiyag duyulmadan nanopartikil Gretimi
gerceklestirmektedir (Karnani ve Chowdhary 2013).

Bu yontemle tiretim gergeklestirilirken bitki 6zleri, virsler, bakteriler, mayalar
vb gibi ¢esitli biyomalzemeler kullanilmaktadir. Bitki 6zleri kullanilarak gergeklestirilen
metalik nanopartikil sentezinde bitki icerisindeki biyomolekuller icerdikleri fonksiyonel
gruplar (vitamin, polisakkarit vb) ile metallerin indirgenmesine olanak saglar (Clftci,
Caliskan ve arkadaglar1 2021).

Uretim gerceklestirilirken giimiis (Ag), altin (Au) ve bakir (Cu) gibi metaller
inorganik antibakteriyel aktivite 0Ozellik saglamasi1 sayesinde iltihaplanmay1
onleyebilirligi nedeniyle siklikla kullanilmaktadir (Nartop 2019).

Verilen bilgiler dogrultusunda tez ¢alismasi kemik doku miihendisligi alaninda
yapay kemik iskele gelistirmesi lizerine gergeklestirilmistir. Calisma toplamda 3 asamada
gerceklestirilmistir.

Ik basamak olarak yesil sentez ydntemi ile giimils nanopartikiil iiretimi
yapilmistir. Uretim gergeklestirilirken indirgeyici ajan olarak Lamium Galeobdolon bitki
0z0tl kullanilmis boylece ekstrakt ile kaplanmig giimiis nanopartikiil elde edilmistir.

Ikinci asamada elektro-egirme yontemiyle nanofiber iiretimi gergeklestirilmistir.
Elektro-egirme yontemiyle tiretim yapilirken dogal polimer kitosan, sentetik polimer
PCL ve l.asamada hazirlanan ballibaba ekstarkti ile kaplanmis giimiis nanopartikiil
malzemeler kullanilmis olup saf PCL/ Kitosan, %1 Ballibaba Enkapsiile AgNP PCL/
Kitosan, %2 BB- eAgNP PCL/ Kitosan, %3 Ballibaba Enkapsiile AgNP PCL/ Kitosan
olmak (izere 4 gesit nanofiber tiretimi saglanmstir.

Son asamada iiretimi yapilan nanofiberin kemik iskele olarak uygunlugunu
belirlemek icin in vitro testler, karakterizasyon testleri, mekanik analiz testi,

antibakteriyel aktivite ve biyobozunurluk testleri gergeklestirilmistir.



2.KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kas ve iskelet Sistemi

Insanlar ve omurgali hayvanlarda yer alan iskelet sistemi viicudumuzda bulunan
eklem ve baglarla birbirine entegre olan kemiklerden olusan, ¢evresi kaslarla donatilmis
canliya destek veren, ona hareket etme imkani saglayan, genel olarak minerallerden
olusan bir yapidir (Marks ve Odgren 2002, Shipman, Walker ve arkadaslar1 2013, 2017)
(Marks ve Odgren 2002, Shipman, Walker ve arkadaslar1 2013, 2017).

Insan iskeleti; temelde bas, govde, Ust ekstremiteler ve alt ekstremiteler olmak
iizere 4 boliimden olusmaktadir. Bu yap1 icerisinde bulunan ve hareket sistemimiz igin
onemli bir faktér olan kemikler uzun kemikler, kisa kemikler, yass1 kemikler, diizensiz
kemikler, susamsi kemikler ve havali kemikler olmak {izere 6 ¢esittir. Yeni doganda 270
kemik bulunurken yetigkin bireylerde bu say1206’ya diismektedir (Bingol).

Insan viicudunda bulunan bu kemikler i¢ organlar1 koruma, besin alisverisine
yardimc1 olma, viicudun sekil olarak belli bir formda tutulmas1 ve kalsiyum saglama gibi

cesitli gorevleri iistlenmektedir (Coskun 2020).

2.1.1. Kemik dokusunun yapisi ve 6nemi

Kemikler toplam viicut agirliginin %14 iinii olusturan (Steele ve Bramblett 1988)
kemik doku, kemik iligi ve periosteumdan(bag doku) olusmaktadir. (Topaloglu, Ketani
ve arkadaslar1 2017).

Kemik: kemik zar1 (periost), sert kemik (kompakti kortikal kemik), siingerimsi
kemik (trabekiler kemik) ve kemik iliginden (kirmizi ve sar1) olusmaktadir (Yilmaz
2020). Kemigin igerigine ait resim Sekil 1’de verilmistir (Sadat-Shojai, Khorasani ve
arkadaslar1 2013).

Oldukga karmasik bir yap1 olan kemik doku periosteumiin 6zellegsmesiyle olugsmus
viicutta yer alan diger doku tiirleriyle siirekli bir etkilesim i¢inde bulunmakta olup kemik
hiicreleri (osteosit) ve ara maddelerin (osein) birlesimiyle olugsmaktadir (2017).

Kemik doku igeriginde %70 oraninda inorganik, %30 oraninda organik bilesenler

bulunmaktadir. Kemige sertlik veren ve dis etmenlere karsi mekanik bir dayanim



saglayan mineral yapisi inorganik kisim, elastik 6zelligini saglayan kolajen lifler ise
%70’lik kisim olan organik kisim sayesindedir (Allen ve Burr 2019).

Kemik doku igerisinde gorevli g¢esitli hiicreler barindirmaktadir. Bunlar
osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositlerdir (Tungay 2013).

Kemik doku igerisinde yapim ve yikim islemleri siirekli bir sekilde devam etmekte
olup burada kemik olusumunda gorevli osteoblastlar ve 6lii kemik dokunun yikiminda
gorevli osteoklast hiicreler gorev almaktadir. Ayn1 zamanda hiicre, hiicre dis1 matris
(ECM) igerisinde bulunan kemik dokunun canliligi ve hiicreler arasi protein Uretimi
sirasinda kemik yiizeyi olusumunda gorevli osteositler yer almaktadir (Topaloglu, Ketanl

ve arkadaslar1 2017).
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Sekil 1 Kemigin yapisi

2.1.2. Kemik dokusundaki hastaliklar, hasarlar, kiriklar ve iyilestirme metodlar:

Kiriklar sik goriilen yaralanmalardir. Kirik iyilesmesi pek c¢ok biyolojik ve
mekanik faktoriin birlikte organize bir sekilde etkilesmesiyle gerceklesen bir siirectir.
Biyolojik faktorler Bone Morfojenik Proteini (BMP), Transforming Buyiume Faktori
(TGF-B), Fibroblast Biiyiime Faktorii (FGF) Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktori
(PDGF), Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii 2 (IGF 2) ve Vaskiiler Endotelial Biiyiime
Faktori (VEGF) gibi biyokimyasal sinyaller olup bunun yani sira biiyiime hormonu,
Kalsitonin, Ostrojen, Kortikosteroidler, Tiroid ve D vitamini gibi hormonal faktorlerdir.
Gerilme, basing, stabilite ve akiskan hiz1 gibi faktorlerde mekanik faktdrlerdir. Iyilesme

stirecinde gorevli bu iki faktor kritik 6neme sahiptir. Dogru zamanda dogru yaklagimlarla



bu faktorlerin bir uyum icinde yoOnetilmesiyle, kirik saglikli ve hizli bir sekilde
iyilesebilmektedir (Tanrikulu ve Génen 2017).

Ancak kemigin kendiliginden gelisen bir iyilesme siiresi gdstermedigi ¢esitli
olaylar sonucu meydana gelen ¢ok parcah kiriklarda ve biiyiik oranda defeklere neden
olan durumlarda rejenerasyon 6zelligini tam olarak koruyamamakta ve iyilesme siireci
yetersiz kalabilmektedir (Huri, Hasirc1 ve arkadaslar1 2010).

Bu gibi durumlarda eksternal bir etki ile kemik dokunun rejenerasyonu saglanarak
tyilesme stireci ¢esitli malzeme kullannmiyla defekt bosuklarinin doldurulmasi seklinde
desteklenmektedir. Kemik organ naklinin diger nakillere kiyasla bes kat fazla artis orani
gostermesi de goz Oniline alindiginda kemik doku alaninda yapay kemik olusturabilecek

bu gibi sistemlere olan ilgi gz ardi edilemez (Huri, Hasirc1 ve arkadaslar1 2010).

2.2. Doku Miihendisligi

Son yillarda ortaya c¢ikan cevresel etmenler ve giinlilkk yasama tarzinin
degismesine bagli olarak c¢esitli hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. Hastaliklar, trafik kazalari,
cesitli travmalar, ameliyatlar vb bir¢ok nedenden dolay1 organ fonksiyonel yapilarinda
bozukluklar meydana gelmektedir. Meydana gelen bu doku bozukluklar
giderilmediginde daha biiyiik sikintilar ortaya g¢ikmakta buna baglh doku ve organ
kayiplar1 yasanmakatadir.

Bu kayiplarin giderilmesinde organ nakilleri 6nemli bir yer tutmaktadir. Organ
nakli sayesinde hasarli veya Ozelligini kaybetmis organ yerine trasplantasyon
gerceklestirerek hasta bireyi yeni organa kavusturma saglanmaktadir boylece hasta i¢in
sikintili durum ortadan kaldirilmaktadir buna ragmen organ transplantasyonunda ortaya
cikan donOr azligi, immiin cevap olusumu vb. olumsuz faktorlerden dolay1 istenilen
sonuca hemen ulagilamamaktadir (Ergin, Ekici ve arkadaslar1 2018).

Bu durum alternatif tedavi yontemlerini zorunlu kilmakta kayiplar1 gidermek
amaciyla doku ve organ rejenerasyonu i¢in ¢esitli tedavi yontemleri uygulanmaktadir. Bu
alanda varolan tedavi yontemleri otogreft, allograft ve zenogreft aktarimi iizerinde
durmaktadir (Ulker 2013).

Hasta bireyin kendi viicudundan alman bir dokunun bagka bir yerde kullanimiyla

ortaya ¢ikan tedavi yontemi otogreft, farkli bir bireyden aliman dokunun hasta kisiye



entegresi allogreft ve hayvandan alinan dokunun insana aktarimiyla yapilan tedavide
zenogreft olarak tanimlanmaktadir (Toykan 2003).

Bu 3 yontem incelendiginde c¢esitli olumsuzluklar karsimiza ¢ikmaktadir.
Otogreftler pahali bir tedavi yontemi olusu, hastadan alinabilecek doku miktarmnin smirl
olusu, morbidite ve hematom gibi yan etkiler olusturmasi ve ikinci bir ameliyata ihtiyag
duyma gibi kisitlamalar yasanmakta (O'brien 2011); allogreft ve zenogreftler ile tedavi
strecinde greftlerin hastanin bagisiklik sistemi tarafindan reddedilme riskinin yuksek
olmas1 ve dondr kaynakl iltihaplanma ve hastaliklar nedeniyle ciddi kisitlamalara sahiptir

(Ulker 2013).

TUm bu olumsuzluklar yeni bir alanin dogmasini saglamustir. Tlk tanimi 1987°de
California Universitesi’'nden Dr. Y.C. Fung tarafindan NSF’nin (National Science
Foundation) bir toplantisinda dile getirilen doku mithendisligi (Akca Can ve Duran 2009),
temel mihendislik prensiplerini temel alarak ¢alisan doku veya biitiin organ islevinin
kaybedilmesi durumunda mevcut tedavi yontemlerine alternatif olarak, hasarli bolgeyi
otogreft ya da allogreft eslenikler ile degistirmek yerine doku fonksiyonunun yeniden
onarimmui tizerine ¢alisan, dokuyu taklit eden, koruyan veya iyilestiren biyolojik iskeleler
gelistirmeyi hedefleyen disiplinlerarasi bir bilim dalhidir (2018).

Doku miihendisligi ¢alismalar1 3 sekilde yapilir (Ulker 2013):

1) Bir molekiiliin hasarli doku veya organa enjektesi; molekiil sayesinde saglam
hiicrelerin yarali bolgeye hareketi ile iyilesme saglanir, 6zellikle kiiciik doku hasarli
durumlarda islevselligi biiyiiktiir.

2) izole edilen hiicrenin polimerik tastyici varliginda hiicreye verilmesi: doku
onarimi gerceklestirilir.

3) Hasta veya uygun vericiden alinan hiicrelerin uygun besi ortaminda bekletilerek
cogaltilmasi; Sekil 2’°de (Dvir, Timko ve arkadaglar1 2011) verilen bu yontem ¢ogaltilan
hiicrelerin, biyosinyal molekiiller varhiginda doku iskelesi iizerine ekiminin yapilarak
hasarlt doku bolgesine yerlestirilmesi, doku iskelesinin viicuda uyum saglanana kadar
goOrev almas1 ve biyobozunur yapisi ile doku igerisinde emilerek dokunun kendi gorevini

yapmaya baslamasi seklinde gerceklestirilmektedir.
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Sekil 2 Doku miihendisligi uygulamasimin sematik gosterimi

2.2.1. Kemik doku miihendisligi

Son zamanlarda kemik doku miihendisligi iizerine yogun caligmalar yapilmstir,
bunda kemik hiicrelerinin tip olarak yumusak dokulara gore daha basit olmasi etkili
olmustur. Kemik doku miihendisligi ile kemige bagli hastaliklar sonucu ortaya ¢ikan
kemik doku yaralanmalar1 tedavi imkan1 bulmustur (Akgiiner ve Oztiirk 2021).

Kemik doku miihendisligi yaklasimi temelde 3 bdliimden olusmaktadir ve bunlar
asagida verilmistir (2014).

1. Hasar gormiis veya yok olmus dokuyu tekrar olusturacak hiicreler,

2. Tasiyict gorevi yapan ve hiicrelere desteklik saglayan materyaller (doku
iskeleleri)

3. Hiicre tiremesi ve farklilagsmasi igin gerekli morfogenik sinyaller, sitokinler ve

bazi biyoaktif faktorlerdir.

Kemik yapisindaki sert doku ve igeriginde bulunan kemige ¢ekme giicli veren
organik kisim ve yiiksek sikigma giicii saglayan inorganik kisim sayesinde iyi mekanik
ozelliklere sahip olmasina ragmen bu yapinin komplike bir sekilde taklit edilerek doku

mithendisliginde kullanilmas1 zorlagmaktadir. Bu nedenle bu alanda c¢alisma



gerceklestirilirken kullanilan malzemelerin doku ile uyum saglayabilecek 6zellikte

olmasina dikkat edilmektedir (Hasirc, Isikli ve arkadaslar1 2010).

2.2.2. Kemik doku miihendisligi iskeleleri

Insan viicudu kompleks bir yapiya sahiptir. Bu yap1 icerisinde hiicreler ve ECM
birleserek dokulari, dokular organlari, organlar sistemleri ve sistemlerde canli viicudunu
olusturmaktadir (Akca Can ve Duran 2009).

Bu yap1 igerisinde ECM 6nemli bir yere sahiptir. Kemik doku miihendisliginde
kullanilan hiicreler herhangi bir yapisal destek olmadan sivi igerisinde uzun siire
yasayamazlar bu nedenle hiicre ekiminin yapilacagi bir destekleyici iskeleye gerek vardir.
Canli viicudu i¢inde bu dogal destekleyici gorevi ECM saglamaktadir (Dogruok 2019).

ECM hiicre beslenmesi, hiicre buyilimesi, hicre rejenerasyonu, metabolik
faaliyetler sonucu ortaya ¢ikan atiklarin atilmasi ve hiicrelerin iizerinde gelisip doku ve
organ gibi yapilari olusturacagi bir sistem saglamaktadir (Kiremitler 2016).

Dogal kemik doku yapisinin ¢esitli hastalik kaza vb durum sonucu hasarlanmasi
sonucunda bu yap1 hasar gormekte ve bu durum kemik doku rejenerasyonunu gerekli
kilmaktadir (Cabuk).

Kiiresel kemik greftleri ve ikameleri pazar biiyiikliigli arastirmalarina
bakildiginda 2021'de 2,91 milyar ABD Dolar1 degerindeyken 2022'den 2030'a kadar
%06,2'lik bir bilesik yillik biiyiime hizinda (CAGR) genislemesi beklenmektedir.

Pazar biiytikliigii bu denli biylk olan bu alanda mevcut otogreft ve allogreft doku
transplantasyonun ek agri, defektli bolge i¢cin uzun iyilesme siiresi, smirli dondr,
enfeksiyon riski gibi ¢esitli dezavantajlar1 bulunmaktadir (Vang 2006).

Tiim bu dezavantajlar1 ortadan kaldirmak i¢in hasarli veya hastalikli kemik doku
rejenerasyonunda istenen ozelliklere uygun yapay bir kemik iskele yapisina ihtiyag
oldugu agikca goriilmektedir (Agbaba 2016).

Bu yapay kemik iskele ‘scaffold’ olarak tanimlanmaktadir (Neslihan, Sahin ve
arkadaslar12019).

Scaffoldlar {izerine ekimi yapilan hiicrelerin islevsel bir sekilde dokuya
doniismesi i¢in destek matris gorevi gormektedir 6rnek bir kemik iskele yapisi Sekil 3’te
(Hasirci, Isikli ve arkadaglar1 2010) verilmektedir (Giimiisderelioglu, Mavis ve
arkadaslar1 2007).
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Sekil 3 Doku miihendisligi kemik iskele uygulamasi

2.2.3. Gozenekli kemik iskele tasarimi icin kullanilan yaklasimlar

Doku miihendisligi uygulamalarinda gézenekli kemik iskelesi iiretimi i¢in ¢esitli

yontemler kullanilmakta olup bu yontemler Tablo 1’de (Top, Gokge ve arkadaslar1 2020)

verilmistir.
Tablo 1 Kemik iskele tasariminda kullanilan teknikler
URETIM TEKNIGI
Gaz Koplrtme Kopuk Jel Faz Ayrimi Partikll Stizme
) Membran
Cozucu Dokimu Fiber Bag Dondurarak Kurutma .
laminasyon

Kaliplama Elektro-egirme Biomineralizasyon

Kemik doku iskeleleri hazirlanirken biyobozunur dogal polimerler, sentetik
polimerler, seramikler, metaller ve bunlarin kompozitleri kullanilabilmektedir (Bulbul
2019).

2.2.4. ideal kemik doku iskelede bulunmasi gereken dzellikler

Ideal bir kemik iskele osteokondiktif olmali (yeni kemik olusumunu indiikleme),

operasyon sirasinda sekillendirilebilir, steril edilebilir ve genis yiizey alanina sahip (Jin,
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Takita ve arkadaslar1 2000) porlu (100- 500 um arasinda bir por biiyiikligii (Y1lmaz
2017)) ve olusan metabolik atiklarin taginmasmi kolaylastiracak (Hutmacher 2000)
sekilde gozenekli (%90 seviyesinde (Yilmaz 2017)) bir yapiya sahip olmali (Neslihan,
Sahin ve arkadaslar1 2019), bu sayede icerisinde yer alan hiicrelerin yapismasma
biiylimesine ve c¢ogalasina imkén vermeli  (Yimaz 2017) ve g0zenek iginde
tutunabilmelerini saglamali (Yikar 2013), gozenek yapisi sayesinde scaffold icerisinde
olusacak dokunun gelisimine ve damarlanmasina izin vermelidir (Burr 2019).

Gozenekli yapinin bukadar 6nemli olmasinin bir baska nedeni de uygun bir yap1
olmamas1 durumunda kok hiicrelerin ortamda canliligmni yitirmesi ve fazla artan bir
gozeneklilikte de mekanik 6zelliklerin 1yi olmamasidir (Yikar 2013).

Bu gozeneklilik ve porlu yapmin saglanmasi i¢in nano boyutlarin sagladigi
yiiksek yiizey/hacim orani olduk¢a 6nemlidir (Yilmaz 2017).

Vicut icerisine implante edileceginden biyouyumlu ve biyobozunur olmali (Cao,
Croll ve arkadaslar1 2005) biyobozunur hizi doku iyilesmesiyle es zamanli hareket
edebilecek bir fonksiyona sahip olmalidir. iskele bozunmasi erken oldugunda hedef doku
olugmadan iskele islevini kaybeder, yavas oldugu durumda da hiicreler doku olusturacak
bir bosluk bulamaz (Yilmaz 2017). Bu nedenle iyilesmenin tam saglandigi durumda
malzeme vicut icerisinde emilmelidir (Burr 2019). Bozunma {iriinii olarak ortaya ¢ikan
maddeler sitotoksik bir etkiye neden olmamali (Cao, Croll ve arkadaslar1 2005) ve
bagisiklik sistemine zit bir etki vermemelidir (Y1lmaz 2017).

Kemik dokusu vicutta en fazla yik maruzatmna kaldigindan uygulanacagi
bolgenin mekanik Ozelliklerinin gerekliliklerini saglayacak ve ortama yerlestirilirken
kirinim vermeyecek bir dayanima sahip olmali (Y1lmaz 2017) ve hiicreler arasi etkilesime
izin vermelidir. Uygulandig1 alanda antijenik ve toksik bir mekanizma olugturmamalidir.
Ayn1 zamanda ticari olarak gelistirilebiliriliginin yliksek olmas1 agisindan maliyet olarak
ucuz olmali (O'brien 2011) ve hastaya implante edilecegi siirece kadar kolay ve diisiik
maliyetli bir depolama 6zelligine sahip olmalidir (Hutmacher 2000).

Tiim bu ozelliklerin birlikte saglanabilmesi icin ¢esitli malzemelerin bir araya
getirilerek kompozit bir yapida scaffold tiretimi yapilmas1 uygun olacaktir bunun i¢in tez
caligmasinda kompozit bir yapr olusumu i¢in dogal polimer olarak kitosan, sentetik
polimer olarak PCL ve bu yapmimn igerisine (ballibaba 0Oziitlii enkapsiile glimiis

nanopartikiil) BB-eAgNP eklenerek karisim hazirlanmis ve elektro-egirme ile Uretim
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gerceklestirilmistir. Kullanilan malzemelere ait agiklamalar tezin asagidaki béliimlerinde

detayl1 bir sekilde verilmistir.

2.3. Polimerler

Monomer diye adlandirilan ¢ok sayida molekiiliin kimyasal baglarla baglanarak
bir araya gelip uzun zincirler olusturdugu polimerler ylksek molekiil agirligina sahiptirler
(Sentiirk, Fatih Coskun ve arkadaslar1 2012).

Giliniimiizde polimerler mekanik dayanimlarmin yiiksek olmasi, kimyasal etkilere
maruziyette dayaniklilik, hafif olmalari, sekillendirilebilirlerinin yiiksek olmalari, ucuz
maliyette tiretim yapilabilirlikleri ve yalitkan olmalar1 ve lif, film, jel ve nanopartikil
formlarinda iretilebilir olmalar1 (Erisken, Kalyon ve arkadaslar1 2008) gibi
ozelliklerinden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir (2010).

Polimerlerin olusum yapilarina gére 2 sinifa ayrilir. Bunlar: dogal polimerler ve
sentetik polimerlerdir (Mutlu 2014).

2.3.1. Dogal polimerler

Dogal polimerler 3 baslikta ele alinir: Bunlar polisakkaritler, proteinler ve niikleik
asitlerdir. Kitosan, seliiloz, hiyallronik asit, kolajen dogal polimerlere verilecek drnekler
arasindadir (Edgar, Mcnamara ve arkadaglar1 2016).

Doku miihendisligi uygulamalarinda biyoaktif malzeme o6zelligi gosteren bu
sayede vicut ile reaksiyona girerek doku olusumu saglayan dogal yollarla elde edilen
dogal polimerler siklikla kullanilmaktadir. Dogal yollarla iiretilmeleri sebebiyle bu
polimerler toksik 6zellik gostermez ve biyouyumludurlar bu nedenle deneysel ve teorik
uygulamalarda kullanilmaktadirlar (Ji, Liang ve arkadaslar1 2014).

Dogal polimerler biyolojik 6zelliklerinden dolayi iskele yapiminda siklikla tercih
edilmesine ragmen zayif mekanik ozellikleri, biyobozunurlugu, elde edilebilirligindeki
kisithlik, olasi immunogenetik ve patojojik kirlilik gibi bazi dezavantajlar1 doku
mithendisliginde kullanimlarini kisitlamaktadir bu nedenle bu tezde dogal polimerler tek

basina kullanilmayip kompozit bir yap1 olusturulmustur (Perihan 2016).
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2.3.1.1. Kitosan

Kitosan Kkarides, yengeg, istakoz, kerevit gibi canlilarin kabuklar1 ve dis
iskeletlerinden ekstrakte edilen kitinin heterojen deasetilasyonu sonucunda elde edilen bir
glikozaminoglikozdur (Oktav Bulut ve Elibiiyiik 2017). Kitin deasetilasyonuyla kitosan
elde edilmesine dair bu yap1 Sekil 4’te (Hasirc, Isikli ve arkadaglar1 2010) verilmistir.

Kitin

l 40% NaoH

e

Sekil 4 Kitinden deasetilasyon ile kitosan sentezi

Kitosan toksik 6zellik gdstermemesi, biyobozunur ve biyouyumlu olmasi ve ucuz
olarak elde edilmesi bakimindan o6zellikle gida, biyomedikal, biyoteknoloji kozmetik,
ziraat vb alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Kurtulus ve Vardar 2020).

Ayrca kitosanin saglamis oldugu antibakteriyel, antiviral ve antifungal
ozelliklerde kitosanin biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmasina neden
olmaktadir (Alver, Bulut ve arkadaslar1 2017).

Bu amagla biyomedikal alaninda yapay deri iiretimi, gen tedavisi i¢in ligand,
yapay bobrek membrani, lipit ve kolestrol tutucu ara¢ ve kemik hasarlarinin tamiri gibi
alanlarda kitosan kullanim1 yaygmdir (Oztekin 2017).

Kitosanin c¢esitli alanlarda yaygin kullanimi olmasma ragmen mekanik olarak
zayif olmasi bu polimer i¢in biiyilk bir dezavantaj olmaktadwr (Ciftci, Tamer ve
arkadaslar1 2014).

Bu calismada da kitosanin bu dezavantajmi ortadan kaldiwrmak i¢in PCL ve
ballibaba ekstrakti ile kaplanmig giimiis nanopartikiil yapidan olusan kompozit bir yap1

kullanilacaktir.
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2.3.1.2. Kitosan polimerin kemik iskele calismalarina katkisi

Elektro-egirmeleme yontemi kullanilarak sentetik kemik iskele tasariminda
kitosan, HA, kolajen ve ipek gibi dogal polimerler yaygin olarak kullanilmaktadir
(Matthews, Wnek ve arkadaslar1 2002).

Calismada dogal bir polimer olan kitosan ve sentetik polimer PCL
polimerlerinden Kitosan/ PCL hibrit doku iskelesi tiretimi gergeklestirilmis olup Kitosan
pozitif yikli olmast ECM igerisindeki negatif yiiklii glikozaminoglikan etkilesimi
saglamas1 ve film ve gozenekli doku iskelesi olarak iiretim kolayligi saglamistir
(Tiirkoglu Sasmazel 2010).

Kitosan icerikli doku iskeleleri yara iyilesmesini ve doku kararliligi ve kemik
iyilesmesi saglamakta ve ECM’nin ana bileseni glikozaminoglikan (GAG) ile benzerlik
gostermesi nedeniyle kemik iskele calismalarinda sik sik kullanilmaktadir (Ulker 2013).

Kitosan kemik hticrelerinin farklilasmasi ve kemik olusum desteklemede etkin bir
polimer olarak kullanilabilmektedir (Durukan 2012).

Calismalarda kitosanin doku iskele olarak kullaniminda gozenek yapisini
artirdigi bu sayede hiicre yapismasi, besin gegisleri ve hiicre ¢cogalmasini miimkiin

kildig1 goriilmektedir (Ceper 2021).

2.3.2. Sentetik polimerler

Sentetik polimerler kullanilacak uygulamaya gore farkli gesitleri olusturulabilen
ve tekrarlanan c¢ozeltilerinde tekdiize bir formda elde edilebilirligi yiiksek olmasi
nedeniyle oldukga yaygin kullanima sahiptirler (Can ve Ersoy 2014).

Inert bir yapiya sahip olan sentetik polimerler sahip oldugu biyouyumluluk ve
kolay islenebilirlik ve ECM’ye sekil ve kimyasal olarak benzer yapida lif olusturma
ozelliklerinden dolay1 biyomedikal alanda kullanimlari yiiksektir (Ji, Liang ve arkadaslar
2014).

Yaygin kullanilan sentetik biyopolimerler: poli (laktik asit) (PLA), poliiiretan
(PU), poli (glikolik asit) (PGA), poli (¢- kaprolakton) (PCL), poli (hidroksi butirat) (PHB)
, poli 3-hidroksibutirat-ko-3-hidroksiperat(PHBV) Polikaprolakton (PCL), polilaktik asit
(PLA), poli laktat glikolik asit (PLGA) .Bunlar igerisinde poli (laktik asit) ,poli (glikolik
asit) , poli (laktik-ko-glikolik asit) , poli (kaprolakton) ECM'yi polisakkarit zincirleri
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icerecek diizeyde mukemmeliyette taklit etmektedir (Chahal, Hussain ve arkadaslari
2013).
Bu nedenle bu sentetik biyopolimerlerin kemik iskele tasariminda kullanimi

yaygindir. Tez ¢calismasinda da PCL polimeri bu amag i¢in kullanilacaktir.

2.3.2.1. PCL polimeri ve kimyasal 6zellikleri

PCL gorece olarak ucuz, hidrofobik, biyobozunur, lineer alifatik bir polyesterdir.
Molekiiler yapisinda bes apolar metilen grup ve tekrar eden tek polar ester grup bulunur.
60 °C civarinda diisiik bir erime noktasma ve yaklasik -60 °C de cam geg¢is sicakligina
sahiptir (Kiremitler 2016).

PCL elde edilirken e-kaprolaktan’in Kalayoktanat katalizor esliginde halka agilma
polimerizasyon yontemi kullanilmakta olup bu yontem Sekil 5’te  (Eroglu 2014)

resmedilmistir.

;o 0]
Katalizor ‘

+ sl : ) .
W ()—{( (
I 0 > VA ”"S 2%

€-kaprolakton Polikaprolakton

Sekil 5 PCL sentezi

PCL’nin biyolojik olarak parcalanabilen polyesterlere gore daha yavas
bozunurlugu (Arakawa ve Deforest 2017) sayesinde uzun sreli implant edilebilir
malzeme olarak kullanilabilirligi ytliksektir.

Hiicre yapigsmasi ve g¢ogalmasi hidrofobik 6zelligi ve zayif yiizey islatmasi
nedeniyle diigiik olan bu polimer diger sentetik ve dogal polimerlerle birlikte karigtirilarak

uygulamalarda yer almistir (Sousa, Mendes ve arkadaslar1 2013).
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Sahip oldugu mekanik, kimyasal Ozellikler ve kolay islenebilir o6zelligi,
biyobozunur olusu nedeniyle doku hasarlarini onarmada sik sik kullanilan FDA onayli
PCL polimeri insan doku gelisimini i¢in destek matrisi olarak kemik iskele tasarimlarinda

yaygin olarak kullanilmaktadir (Domingos, Dinucci ve arkadaslar1 2009).

2.3.2.2. PCL polimerinin kemik iskele calismalarina katkisi

Fizyolojik kosullar altinda hidrolizi yiiksek olmas1 sayesinde (Edgar, Mcnamara
ve arkadaglar1 2016) PCL’nin doku miihendisligi alaninda kullanimi ilgi ¢ekmektedir
(Chen ve Liu 2016).

PCL, iyi biyouyumlulugu, biyobozunurlugu sayesinde meniskis iskelelerinin
tiretiminde yaygin olarak kullanilan bir malzemedir (Chen, Gao ve arkadaslar1 2018).

Bir in vivo ¢alismada MSC kiiltiirii igerisinde PCL yapis1 fare omentasi igerisinde
test edilmis ve 4 haftalik siire¢ sonrasinda kemik yap1 olusumu gozlenmistir (Gundiz
2014).

Kemik yerine kullanilabilecek yapilarin gelistirilmesi lizerine ¢esitli caligmalar
yapilmis, PCL’ nin biyolojik olarak parcalanabilirligi ve gecirgen yapisinin olmasi, diisiik
maliyeti, kolay tiretilebilir olusu biyomedikal alaninda genis bir uygulama alani oldugu
goriilmiistiir 6zellikle elektro-egirme yontemi kullanilarak yapilan c¢alismalar basarili
sonuglar vermistir bu alanda yapilan bir calismada yiizeyinde ¢ok diisiik miktarda Ag
nanopartikiilleri igeren PCL nanofiber membran sentezlenmis ve basar1 saglanmistir,
farkli1 bir ¢alismada kalsiyum fosfat kaplamali PCL dokusu sentezlenmis ve analiz
sonuclarina goére kemik doku miihendisliginde kullanimmin avantajli oldugu

bulunmustur (Cetin 2017).

2.4. Nanoteknoloji ve Uygulama Alanlarn

21. ylizyilin en 6nemli teknolojik gelisimi olan nanoteknoloji, nano ve teknoloji
kelimelerinin birlesmesiyle meydana gelmis, nanometre boyutundaki yapilarin
tasarlanmasi ve kullanilmasina odaklanmis hizla gelisim gosteren bir bilim dalidir (2018).

Bu alanda nanaboyutlarda malzemelerle calisilmaktadir, bir malzemenin
nanomalzeme olarak smiflandirmasinda kural en az bir boyutunun 100 nm altinda olmasi

gerekliligidir bu kapsamda malzemeler incelendiginde su sekilde bir siniflandirma
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karsimiza ¢ikar sadece 1 ayrit1 100 nm'nin altinda olan malzemeler "nanofilm", 2 ayriti
100 nm'nin altinda olan materyaller "nanotiip", "nanofiber" veya "nanotel", 3 ayrit1 da
100 nm'nin altinda olan materyaller "nanopartikiil" olarak isimlendirilmektedir (Saallah
ve Lenggoro 2018).

Nanomalzemelerin boyutsal olarak siniflandirilmasi ise su sekildedir (Jonh C
2005).

* 0-D nanomalzemeler (nanopartikl)

* 1-D nanomalzemeler (nanotiip, nanotel, nanofiber)

* 2-D nanomalzemeler (nanofilm)

Bu smiflandirmaya gore bir boyutlu nanoyapilar kendilerine 6zgu 6zellikleri
nedeniyle nanoteknolojinin en ilgi ¢ekici konular1 arasinda yer almakta olup tez
caligmasinda da bu alanda nanofiber ¢alismasi gergeklestirilmistir (Susli 2009).

Nanoteknoloji ile maddelere fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak yeni 6zellikler
kazandirilmas1 miimkiin hale gelmistir (Ozcan 2019).

Oyle ki makro boyutta maddelerde var olmayan 6zellikler nanoboyutlara indikge
kendini gosterebilir buna neden olan makro diinyadaki 6lctlerin stireklilik gostermesidir.
Buna ragmen nano boyutta boyle bir sey s6z konusu degildir ve ayn1 zamanda nano
boyuta inildik¢e malzemenin yilizey alan/hacim oraninin artig gdstermesi sayesinde de
cesitli avantajlar elde edilebilmektedir (2018).

Nanoteknolojinin bizlere sundugu avantajlardan biri de kaliteli, uzun émare sahip,
ucuz maliyetli, hafif ve kiclk boyutta Uretim yapilabilir bir alan olmasidir (Hakan ve
Bahceci 2015).

Sagladigi bu avantajlar sayesinde nanoteknoloji kimya, fizik, biyoloji, tip,
bilgisayar, elektronik, uzay ¢alismalari, ¢evre ve enerji, saglik sektorii, malzeme bilimi,
imalat sektorii, biyoteknoloji, tarim, gida, savunma sanayi vb bir¢cok alanda calisma
faaliyeti gostermektedir (Erkog 2007).

Bu alanlardan biri de nanoteknolojinin tip alaninda uygulamalaridir bu alandaki
calismalar incelendiginde ¢ok genis bir yelpaze karsimiza ¢ikmaktadir (2018). Bunlarin
basinda hastaligin teshis, tedavi ve izlenmesi asamalarinda karsimiza ¢ikan nanoboyuttaki
biyosensorler yer almaktadir. Ayn1 zamanda ila¢ salinimi, doku miihendisligi alan1 da

nanoteknoloji ¢aligma alanlarindandir (TUylek 2019).
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2.4.1. Nanofiberler ve uygulama alanlan

Nano sozciigii Yunancadan gelmektedir. Kelime anlami olarak “’ciice’” demektir.
Nano yapilar metrenin milyarda birine denk gelmekte olup nano ve metre kelimelerinin
birlesimiyle olusmaktadir (Arpagay 2009).

Nanometre boyutunda caplara sahip nanofiberler diz, boncuklu, i¢i bos, boru
seklinde istege ve galisilacak durumlara gore {iretilebilmekte olup (Selda, Ciftci ve
arkadaglar1 2015) tiretilen malzeme igerigine gore cesitli fiziksel ve kimyasal 6zelliklere
(iyi mukavemet, kii¢iik boyutlar1 sayesinde dar alanlarda kullanim, yumusak tutumu vb.)
sahip olmakta ve bu sayede farkli uygulama alanlarinda kullanilabilmektedirler
(Wikipedia 2020).

Sekil 6°da (Ustiindag ve Karaca 2009) morfolojik yapis1 verilen nanofiberler hafif,
oldukca gozenekli ve genis ylizey alanina sahip, islevsellik ve mekanik dayanimi yiiksek
olan yeni nesil malzemelerdir.

Nanofiberlerin  kiigiik ¢aplarindan  otliri  yiiksek  yiizey alani/hacim
olusturmalarmdan kaynakli genis yiizey alanina sahip yapilar olusturmalar1 (Ozen 2019),
fonksiyonel gruplari, iyonlar1 ve ¢ok cesitli nano seviyedeki partikiilleri tutma veya

yayma kapasitelerinin yiiksek olmasini saglamaktadir (Celep 2017).

Sekil 6 Elektro-egirme yontemiyle tiretilen tipik bir nanofiber yapist

Nanofiberlerin sahip oldugu bu essiz 6zellikler nedeniyle birgok alanda kullanimi
yaygmdir. Doku miihendisligi uygulamalari, filtrasyon, sensor yapimi, koruyucu maske
ve giysiler, ila¢ salinimi, kompozit destekleyicisi vb. nanofiberlerin baslica uygulandig:
alanlardir (Li ve Xia 2004).
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2.4.1.1. Nanofiberler ve biyomedikal alanda uygulamalari

Biyouyumlu nanofiberlerin deri, kemik, sinir, kas, damar gibi doku
iyilesmelerinde, doku iskelesi tasariminda, ila¢ saliniminda, tibbi protez ve yara ortiisii
gibi ¢esitli biyomedikal alanda kullanimlari mevcuttur (Glindliz 2014).

Nanofiberlerin sahip oldugu yiiksek yiizey alani/hacim oranlar1 sayesinde doku
iskelelerinde hiicresel adhezyon, proliferasyon, go¢ ve farklilagsmayi arttirdigi bilinmekte
ve bu nedenle bu alanda kullanimi dikkat g¢ekmekte olup bu doku iskeleleri doku
miithendisliginde kemik iskelet Kkaslari, noral doku, deri, damar ve kikirdak
uygulamalarinda tercih edilen bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ayn1 zamanda
doku iskeleleri ile ilag taginimi, protein, bliyiime faktorleri gibi molekiil tasimalar1 da

gerceklestirilmektedir (Dhandayuthapani, Yoshida ve arkadaslar1 2011).

2.4.2. Nanofiber Gretim yontemleri

Nanofiber iiretimi ¢esitli yontemlerle saglanmakta olup bu yontemler kendi i¢inde
iki ana baslikta toplanir. Bunlar: Laboratuvar ortaminda tiretim ve endistriyel ortamda
uretimdir. Bu yontemlerin detayli bir sekilde gdsterimi Sekil 7°de verilmistir (Ustiindag
2009).

Laboratuvar olgekli Uretimde endustriyel uygulama yoktur. Elektro-egirme
yontemi ise hem laboratuvar ortaminda hem de endiistriyel ortamda nanofiber {iretimi
gerceklestirilen en avantajli nanofiber iiretim yontemi olup tez ¢alismasinda da elektro-
egirme yontemi kullanilacagindan boliim 2.5te detayli olarak agiklanmaktadir (Karahan
2017).
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Sekil 7 Nanofiber tretim yontemleri

2.4.2.1. Laboratuvar ortaminda iiretim prosesleri

Cekim Prosesi

20

Bu yontemde mikropipet yardimiyla iiretim gergeklestirilir. Yizey Uzerindeki

damlaciga mikropipet daldirilir ve belirli bir hizla damlaciktan uzaklastirilarak nanofiber

olusumu saglanir (Eken 2019). Cekim prosesiyle tek tek ve uzun nanofiberler elde edilir

(Senol, Tayyar ve arkadaslar1 2005). Teknigin dezavantaji ¢ekim sirasinda olusabilecek

gerilim ve giicli etkilere dayanikli viskoelastik malzeme kullanimi1 gerektirmesidir

(Huang, Zhang ve arkadaslar1 2003).

Faz Ayirma

Faz ayirma teknigiyle nanofiber iiretimi 5 adimda gergeklesir. Bunlar: Polimer

cozme, jellesme, ¢Ozicl uzaklastirma, dondurma, soguk kurutmadir. Bu prosesde ana

mekanizma fiziksel uyumsuzluga bagh faz ayrimudir. Islem 6zel polimerle smirhdir,

Uretim teknigi uzundur ve ¢ap ayarlamasi yapilamaz (Ramakrishna 2005).
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Kendiliginden Toplanma

Molekiiller hidrojen bag, hidrofobik kuvvetler ve elektrostatik kuvvetler
araciligiyla diizenlenerek tiretim gergeklesir. Bu yontemin ucuz ve uygulamasmimn kolay
olmasi sayesinde avantaja neden olmasina ragmen siirekli fiber elde etme zorlugu, uzun

islem siiresi ve diisiik tiretim giicli nedeniyle kullanimi yaygin degildir (Stsli 2009).

Sablon Sentezi

Bu yontemde nano gézenekli membranlar sablon olarak kullanilarak nanofiber
iretimi gergeklestirilir. Su basmcmin etkisiyle polimer ¢dzeltisi membran igerisinden
gecerken bir zorlanma olusur, katilastirict ¢ozelti sayesinde de diger ucgtan ¢ikarken

katilagarak nanofiber olusumu saglanir (Feng, Li ve arkadaslar1 2002).

2.4.2.2. Endustriyel ortamda tretim stregleri

Fibrilasyon Yontemi

Fibrilasyon yonteminde, seliillozik yapidaki liflerin ince lifcikler haline

cevrilmesiyle nanofiber tiretimi gergeklestirilir (Glndlz 2014).

Biyokomponent Ydntemi

iki farkli polimerin ayni diize deliginden gegirilmesiyle olusan nanolif Gretim

yontemidir. Bu yontemde bikomponent lifler kesit sekline gore isimlendirilmektedir.

Meltblowing

Ticari amagli nanofiber iiretiminde yaygm kullanilan meltblowing yontemiyle

maliyeti diisiik, polimerik nanofiber tiretimim amaglanir (Giindiiz 2014).
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Islem termoplastik polimerler kullanilarak 4 adimda gergeklestirilmektedir.
Termoplastik polimerin eritilmesi, filtrasyon islemi, diizeden fiskirtilma ve hava

tiflenerek inceltme islemi (Karahan 2017).

Spunbond Ydéntemi

Spunbond yontemi meltblowing yontemiyle benzerlik gostermektedir. Hava
akimi hacim ve sicaklik degeri farklilik gostermektedir. Bu yontemde polimerin soguyup
katilasmasi beklenmekte ve germe islemi ile lif iretilmektedir. Bu yontem sonucu Uretilen
nanofiberler kalin olmaktadir (Karahan 2017).

Tezin bu béliminde nanofiber Gretim yontemleri detayli bir sekilde islenmistir.
Tez calismamda yontem olarak elektro-egirme yontemi kullanildigindan 2.5 kisminda bu

yontemden detayl1 bir sekilde asagida bahsedilmistir.
2.5. Elektro-Egirme Yontemi

Elektro-egirme 1934 yilinda Formhals tarafindan elektrostatik kuvetler
yardimiyla, ¢ok kiiglik debilerde viskoz sivilara kilovolt boyutunda gerilim verilerek (Can
ve Ersoy 2014) polimerlerden lifiiretimi islemi olarak tanimlanan kolay kontrol edilebilir
ve cok yonlu Uretim (Wikipedia 2020) saglayan bir yontemdir (Suepueren, Kanat ve

arkadaglar1 2007). Elektro-egirme yonteminin detayli gosterimi Sekil 8’de (Shrestha,
Shrestha ve arkadaslar1 2017)verilmistir.
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Sekil 8 Elektro-egirme yontemi
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Bu yéntemde polimer, kompozit ve seramik igeren gesitli malzemelerden olusan
¢ozelti kullanilarak ¢ok ince fiberler elde edilir (2019).

Elektro-egirme siireci damlacik olusumu, taylor konisi olusumu, elektrogekim
jetinin olusumu, kararl bolgede jetin uzamasi, kararsiz bolge olusumu ve lif formunda
katilagsma basamaklarindan olusur (Senocak 2021).

Elektro-egirme yontemi kullanim alanlari: ilag dagitimi, doku miihendisligi,
biyomedikal uygulamalar, filtreler, koruyucu giysiler, akilli tekstiller, kapasitorler, gaz
sensorler, gaz katalizorlerdir (Lu ve Ding 2008).

Elektro-egirme yontemi ECM igerisindeki fibrilleri taklit etme yetenegi yiiksek
yapay kemik iskele tiretimi sagladigindan doku miithendisligi alaninda kullanimi oldukga

yaygin olup (Ramakrishna 2005) tez ¢alismasinda da bu nedenle kullanilmistir.

2.5.1. Elektro-egirme cihaz1 boliimleri

Elektro-egirme cihazi su boliimleri igerir (Huang, Zhang ve arkadaslar1 2003):
e Yiksek voltajli gii¢c kaynagi (DC voltajl bir tedarik¢i sistem tarafindan saglanir)
e Igne veya pipeti olan bir kilcal boru (besleme sistemi)
e FElektriksel olarak iletken bir silindirik toplayici
Tipik bir elektro-egirme cihazinin boliimlerinin detayli bir sekilde gosterimi Sekil 9°da

(Duygulu 2020) verilmistir.
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2.5.2. Elektro-egirme cihaz1 cahsma prensibi

Elektro-egirme cihazi g¢alisma prensibi su sekildedir: Elektro-egirme igin
hazirlanan ¢6zeltinin akis hiz1 bir siringa pompasi ile diizenlenmektedir. Ug ve plaka
Uzerine uygulanan elektrik alaninin giici hazirlanmig ¢6zeltinin ylizey gerilimini asacak
derecede yliksek oldugunda, taylor konisi olarak adlandirilan bir sivi jeti olusur ve
plakaya dogru hareket eder (Baskan 2021).

Olusan siv1 jetinin hareketi sirasinda, ¢oziicli buharlasir ve belirli ¢aplara sahip
kat1 nanofiberler, topraklanmis bir metal toplayici iizerinde rastgele yonlendirilmis olarak

toplanir (Ustiindag 2009).

2.5.3. Elektro-egirme siirecini etkileyen parametreler

Elektro-egirme siirecini etkileyen parametreler 3 grupta incelenmektedir. Bunlar:
polimer ¢ozeltisine ait degiskenler, yapilan isleme ait degiskenler ve ¢evresel faktorlerdir.

Bu parametrelere ait detaylar asagida Tablo 2’de verilmistir (Kanmaz 2020).

Tablo 2 Elektro-egirme surecini etkileyen parametreler

Elektro-egirme Siirecini Etkileyen Parametreler
Cozeltiye ait parametreler Isleme Ait Parametreler Cevresel Parametreler
Polimer Konsantrasyonu Igne ile toplayici arasi mesafe Sicaklik
Viskozite Cozelti Akis Hiza Nem
Yizey Gerilimi Igne Cap1
Polimer Molekiil Agirhig Voltaj
Polimer ve Coziicii iletkenligi

2.5.3.1. Cozeltiye Ait Degiskenler

Elektro-egirme surecinde ¢Ozelti parametreleri ince ve diizgiin formda nanofiber

uretimi icin 6nem arz etmektedir. Bu parametreler ve etkileri Tablo 3’te verilmistir.
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Tablo 3 Cozeltiye ait degiskenler

Cozeltiye Ait Degiskenler

Polimer
Konsantrasyonu

Polimer konsantrasyonu olusan nanofiberin sekil, ortalama ¢ap olusumu ve
nanofiberin boncuklu yap1 olusturmasinda etkili bir faktordlr. Bunun nedeni
cozelti konsantrasyonu ile birlikte viskozite 6zelligin degisim gostermesidir.
Diisiik polimer konsantrasyonu nanofiberin boncuklu bir yapida olmasma neden
olur. Bunun nedeni elektrik alanin diisiik viskozite ile karsilasmasidir (Bachimam
2017)

Cok yiiksek konsantrasyon ortaminda sarmal sekilli mikrobibonlar olusur ve lif
olusumu gorilmez (Sunar ve Hasgicek 2017)

Uygun konsantrasyon degeri saglandiginda piiriizsiiz nanofiber yapisi elde edilir.

Viskozite

Cozelti viskozitesi tiretilen nanofiber ¢apini ve morfolojisini etkileyen dnemli bir
parametredir. Yiksek viskozitede c¢alismak zordur bunun nedeni polimer
¢ozeltisinin beslenmesinin zor olmasidir. Cok diisiikk viskozitede c¢aligilinca
strekli fiber eldesi zor olmaktadir. Bu sebeple optimal vizkozitede ¢aligmak
gereklidir. Aragtirma sonucunda en yiiksek elektro-egirme viskozite degeri 1 ile
215p arasinda bulunmustur (Arici 2018).

Yuzey Gerilimi

Elektro-egirme isleminin gergeklesebilmesi igin ¢ozelti yilizey geriliminin
elektrik alanla agilmas1 gereklidir bu sayede ylizeyden piliskiirtme akisi
gergekleserek fiber olusumu gozlenir (2019).

Yiiksek yiizey gerilimi damlacik olusumu ve jet diizensizligine yol agmaktadir.
Diisiik voltaj uygulamasi ile egirme islemi gergeklestirme icin diisiik yiizey
gerilimine ihtiya¢ vardir (Aric1 2018).

Diisiik yiizey gerilimi ile boncuklu fiber yapisindan diiz piiriizsiiz fiber yapisina
gecilir (Sunar ve Hasgicek 2017).

Polimer ve ¢ozicl
iletkenligi

Elektro-egirme isleminde elektrotlar araciligiyla besleme ¢ozeltisine elektriksel
yik aktarimi saglanmaktadir bu sebeple iletkenlik degerinin belirli bir degerde
olmasi gerekmektedir. Cozelti iletkenligindeki artis nanofiber capinda diisiise
neden olmakta boylece daha ince nanofiber olusumu saglanmaktadir (Zong, Kim
ve arkadaslar1 2002).

Yapilan aragtirmalara gore elektro-egirme ile nanofiber iiretimi i¢in iletkenlik
degerinin 0-5 mS/cm araliginda olmasi bulunmustur, ¢linkii 5mS/cm den buyik
degerde ve 0 iletkenlikte nanofiber iiretimi miimkiin degildir (Aric1 2018).

Polimer molekdl
agirhg

Molekiiler agirligin artmasiyla istenen viskozite degeri saglanir buna bagl olarak
purizsuz fiberler elde edilir

Yiiksek molekiiler agirligi ile diisiik konsantrasyonda bile diizgiin fiber olusumu
desteklenmektedir (Zhao, Yang ve arkadaglar1 2005) (Aric1 2018).

2.5.3.2. Islem parametrelerine ait degiskenler

Elektro-egirme siirecinde iglem parametreleri diizgiin formda nanofiber tiretimi

icin 6nem arz etmektedir. Bu parametreler ve etkileri Tablo 4’te verilmistir.
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Tablo 4 Islem parametrelerine ait degiskenler

Islem Parametresine Ait Degiskenler

igne ile toplayica
arasi mesafe

Igne ucuyla toplayici arasi mesafe nanofiber yapisal morfolojisi etkiler (Demir,
Yilgor ve arkadaslar1 2002).

igne ucu ve toplayici arast mesafenin kisalmasi durumunda verilen elektrik alan
artar, fiber ¢apinda artis, boncuksu yapilanma gibi morfolojik bozulmalar
meydana gelir(Kanmaz 2020)

Cozelti akis hizi

Polimer ¢ozeltinin siringa igerisinden akigs hizi 6nem arz eden diger bir
parametredir. Cok yiiksek akis hiz1 ¢6zeltinin toplayiciya ulasamadan 6nce kisa
kuruma nedeniyle kalin ¢apli boncuklanma gdstermis fiberlerle sonuglanir
(Kanmaz 2020)

Uygulanan gerilim
(voltaj)

Elektro-egirme isleminde uygulanan gerilim ile polimer ¢ozeltisine enerji
verilerek fiberleri dondiiriicii etkide bir gii¢ saglanir (Demir, Yilgor ve arkadaslar1
2002).

Voltaj degeri artirildiginda daha ince yapida nanofiber elde edilmektedir (Arict
2018).

Elektro-egirme isleminde taylor konisi olusmasi ve jet olugmasi i¢in kritik bir
voltaj degerine ihtiyac¢ vardir, jet kararliligini artirmak icin bu kritik voltajdan
biiyiik bir voltaj uygulanmasi gerekir (Kiremitler 2016).

igne capa

Siringa icerisindeki polimer ¢dzeltinin disariya eriyigini verdigi kisimdir igne
ucu, bu nedenle disar1 ¢ikacak eriyik miktari, damla boyutu ve besleme
pompasinin ihtiya¢ duydugu kuvvet bu parametreden etkilenmektedir.
Kullanilan polimer viskotik 6zellikte bir sivi ise kiigiik igne ¢ap1 kullanildiginda
eriyigin disar1 ¢ikmasi zor olur, ayn1 sekilde ¢ok biiyiik ¢apta igne kullanimi da
fazla miktarda eriyik malzemenin digar1 akitilmasina neden olur, bunun igin
elektro-egirme isleminde optimal igne ucu tercih edilmelidir.

Igne i¢c capindaki optimum azalma ile daha ince nanofiber elde etmek
mimkindir (Kanmaz 2020).

2.5.3.3. Cevresel Degiskenler

Elektro-egirme surecinde cevresel parametreler ince ve diizgiin formda

nanofiber iiretimi i¢cin 6nem arz etmektedir. Bu parametreler ve etkileri Tablo 5’te

verilmistir.
Tablo 5 Cevresel degiskenler
Cevresel Degiskenler
Sicakhk Sicaklik parametresi artigiyla birlikte viskozite ve yiizey gerilimini diisiirerek ince

fiberler elde edilmesini saglar (Kiremitler 2016).

Nem

Nem artigi fiber yapisinda porlanmaya neden olmaktadir (Kiremitler 2016).




2.5.4. Elektro-egirme yontemi ve diger nanofiber tretim yontemlerinin

karsilastiriimasi

Elektro-egirme ve diger yontemlere ait avantaj ve dezavantajlar Tablo 6’da

(Caydamli 2012) verilerek karsilastirma yapilmuistir.

Tablo 6 Elektro-egirme yontemi ve diger yontemlerin karsilastirilmasi
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Ydntem

Avantajlan

Dezavantajlar:

Elektro-egirme

Sistemin ayar kolaylig

Yapilarin merkezinde diisiik
hiicresel infiltrasyon

Ucuz

2 boyutlu gozenek ya da yap1
olusumu

Lif gapini, yapismi ve dizilimini
kontrol etmeye izin veren
yuksek beceri

Genellikle zehirli ¢ozuculer
klullanilmaktadir.

Genis malzeme secenegi

Kendiliginden Birlesim

Lif olusumu esnasinda
hicrelerin birbiriyle kolay
kaynasmasi

Karmasgik siire¢

3 boyutlu gézenek olusumu

Lif yonelimi ve dizilimi
hakkinda kontrolstzlik

Viicut i¢i aktarima uygun

Sinirh aralikta 1if cap1 ve boyu

Faz Ayrimi

3 boyutlu gézenek olusumu

Karmasgik iglem

Lif dizilimi hakkinda
kontrolsuizlik

Bakteriyel Seliiloz

Ucuz

Sinirli malzeme secenegi

Yiksek verim

Fonksiyon kazandirma
seceneginden yoksunluk

Genis malzeme segenegi

Malzeme kaybi

Kaliplama Lif ¢cap1 ve uzunlugu hakkinda Lif boyutlar1 ve dizilimi
kontrol konusunda sinirlama
Genis malzeme secenegi ]?iisﬁk verim (tek seferde tek
Cekme lif)

Basit islem

Tutarli capta lif liretim zorlugu

Ekstraksiyon

Dogal malzemeler

Sinirli malzeme secenegi

Lif ¢cap1 ve uzunlugu hakkinda
sinirl kontrol

Buhar — Faz Polimerizasyonu

Polimer dogrudan nanolif olarak
sentezlenir

Lif ¢cap1 ve uzunlugu hakkinda
sinirli kontrol

Sinirlt malzeme secenegi

Karmagik islemler

Kinetik Kontrolli Cozelti
Sentezi

Polimer dogrudan nanolif olarak
sentezlenir

Lif ¢ap1 ve uzunlugu hakkinda
sinirli kontrol

Sinirlt malzeme secenegi

Karmagik islemler

Anilinin Kimyasal
Polimerizasyonu

Polimer dogrudan nanolif olarak
sentezlenir

Lif ¢ap1 ve uzunlugu hakkinda
sinirl kontrol

Sinirh malzeme segenegi

Karmagik islemler
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2.5.5. Elektro-egirme yontemiyle iiretilen nanofiberlerin kemik doku miihendisligi

iizerine yapilan literatiir calismalan

Elektro-egirme yontemiyle kemik iskele {iretimi son zamanlarda siklikla
kullanilan bir yontemdir. Bu yoOntemin tercih edilmesinde olusan nanofiberlerin
gozeneklilik yapisi, biyobozunur olusu, yontemin uygun tasarimi, kolay iiriin elde edilisi,
yuksek yuzey / hacim oranina sahip olmalar1 nedeniyle hiicre yapismasini, ¢ogalmasini
ve farklilagmasimi daha verimli bir sekilde destekler 6zellikte olmasi dikkat ¢cekmektedir
(Dogruok 2019).

Kikirdak ve kemik dokusu miihendisligi alaninda son yillarda elektro-egirme
yontemiyle organik ve inorganik biyomalzemelerden olusan nanofiber iskeleleri kemik
ve kikirdak rejenerasyonu i¢in umut verici sonuglar gostermektedir (Ghasemi-
Mobarakeh, Prabhakaran ve arkadaslar1 2013).

Calismada elektro-egirme yontemiyle tiretilen PCL/PLCL nanofiber yamasmin
kullanim1 degerlendirilmistir. Daha hizli bozunan PCL/PLCL polimerinin uygulanmasi
ile kusur bolgesindeki asir1 doku biiyiimesi en aza indirilmistir (Townsend, Hukill ve
arkadaglar1 2020).

Calismada elektregirme yontemiyle iiretimi yapilan poliretan-grafen oksit iskele,
yapilar1t dopamin hidrokloriir ¢ozeltisine daldirarak polidopamin (PDA) ile kaplanilmistir
ve grafen oksit iskele lzerindeki sinerjik etkiler incelenmistir. PU-GO-PDA iskele ile
baglanma ve c¢ogalma oOzellikleri iyilestirilmis biyolojik olarak proliferasyonu
artirdigindan dokularin kemik iyilesmesinde iyi oldugu gorillmistir (Ghorbani,
Zamanian ve arkadaglar1 2019).

Calismada biyomimetik hidroksiapatit / jelatin-Kitosan ¢ekirdek-kabuk nanofiber
kompozit yapi iskeleleri dogal kemik yapisini fiziksel ve kimyasal olarak taklit edecek
sekilde imal edilmistir. Uretilen bu kemik iskele kemik dokusu miihendisliginde
osteoblast hiicre buylimesini desteklemede basarili sonuglar vermistir. (Chen, Liu ve
arkadaslar1 2019).

Caligmada, islenmis  bredigit (T-BR) iceren  polihidroksibutirat-ko-
hidroksivaletare (PHBV) nanofiber yap1 iskeleleri elektro-egirme teknigi kullanilarak

gelistirilmistir. T-BR nanopargaciklarinin PHBV nanofiberlerine dahil edilmesi, mekanik
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performansini ve biyoaktivitesini artirmig ve kemik dokusu miihendisligi uygulamalari
icin uygun goriilmiistiir (Kouhi, Fathi ve arkadaglar1 2019).

Calismada elektro-egirme yontemiyle modifiye seliiloz (MC) ve poli (vinil alkol)
(PVA) kullanimiyla iskele tretimi gergeklestirilmistir. SEM analiz ile morfolojik
dagilim, DSC analiz ile kristal ve termal Ozellikler ve FTIR analiz ile kimyasal
karakterizasyon Ozelliklerine bakilmistir ve iskele tasariminda basarili sonug¢ verdigi
goriilmiistlir (Chahal, Hussain ve arkadaglar1 2013).

Calismada kitosan bazli nanofiber iiretimi gergeklesmistir. Kitosanin hiicre dis1
matris ile oran, gozeneklilik, kararllik, ge¢irgenlik ve morfolojik benzerlikleri sayesinde
kemik doku miihendisliginde kullanim1 uygun goriilmistiir (Balagangadharan, Dhivya
ve arkadaglar1 2017).

Elektro-egirme islemiyle yapilan kii¢iik gézenekli iki boyutlu nanofiber tabakalar
hiicre infiltrasyonunu ve proliferasyonunu simirlar. Calismada bunu gidermek igin {i¢
boyutlu nanofiber tabakalar tasarlanip ¢oklu hareketli monte edilmis igneler
kullanilmistir ve li¢ boyutta PCL kullanilarak gergeklestirilmistir. Polikaprolakton
nanofiber matrislerin desarj etkisi ile bir nanofiber toplayicinin yiizeyinde toplanmistir
gozenek boyutu, gozenek hacmi ve gézenek araligi artirilmis iskele baglantisinin kemik
hiicreleri tizerinde infiltrasyonu proliferasyonu iyilestirilmistir (Song, Chen ve
arkadaglar1 2017).

Calismada kitosan hidroksiapatit nanofiberlerin kemik dokusu miihendisliginde
kullannm1 ¢alisilmistir.  Elektro-egirmeyle {iretilen iskelelerde hiicre canliligi ve
farklilagsmas1 saglanmistir, kemik doku miihendisligi kullanilabilirligi goriilmiistiir
(Balagangadharan, Dhivya ve arkadaslar1 2017).

Caligmada iki boyutlu yeni bir smif olarak bor nitriir (BN) takviyeli jelatin
nanofiberlerin mekanik davramis tizerindeki etkisi analiz edilmistir. BN'nin hiicre
baglanmasini veya ¢ogalmasini etkilemedigi ve BN takviyeli jelatin ESM'lerin kemik
doku miihendisliginde kullanilabilir biyomalzemeler oldugu kanitlanmistir (Nagarajan,
Belaid ve arkadaslar1 2017).

Caligmada Anilin pentamer-greft-jelatin ( AP - g -GA) ve poli ( L- laktit) (PLLA)
karigimlari, biyomimetik yap1 iskeleleri olarak kullanilmis iyi termal kararlilik, biyolojik

bozunma ve biyouyumluluk sergilemistir (Liu, Cui ve arkadaslar1 2014).
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Calismada Pamuk seliiloz ve nano-hidroksiapatitten (nano-HA) nanofiber yap1
iskelelerin kemik dokusu miihendisliginde kullanimi incelenmistir. Nano-HA'nin dahil
edilmesiyle sitotoksisite olmadig1r gorilmiistiir. Selilloz yap1 iskelelerinin hiicre
cogalmasi, yuksek mukavemet ve mikemmel biyouyumluluk dzellikleri dogal ECM igin

umut verici sonuglar dogurmustur (Ao, Niu ve arkadaglar1 2017).

2.6. Giimiis Nanopartikiil

Nanopartikiillerin sahip olduklar1 genis ylizey alani , 1s1l islem dayaniklilig:
Ozelliklerinden dolay1 kullanim alanlar1 genistir. Bu baglamda 6zellikle Au, Ag, Fe, Al,
Ni, Cu ve Zr gibi metalik nanoparcaciklarin kullanimi doku miihendisligi alaninda

yaygimlik gostermektedir (Aktepe 2021).
Metal nanopartikiiller arasinda giimiis nanopartikiillerin sahip olduklar1 6zellikler
sayesinde malzeme bilimi, elektronik, tip gibi birgok alanda kullanimi yaygm olup

kullanim alanlarina ait detayli agiklama Tablo 7’°de verilmistir (Yazic1 2009).

Tablo 7 Giimiis nanopartikiil kullanim alanlari

Sektor Uygulama Alam

Implantlar, sondalar, yara bantlari, hijyenik polimer

T1ibbi Cihazlar

malzemeler vb

Kiyafetler (i¢ camasiri, c¢orap, gomlek, calisma
Tekstil Sektoru elbiseleri, anti-alerjik elbiseler), maskeler, eldivenler,

mendiller, halilar vb

PC klavyeleri, cep telefonlari,  araba
Giinliik Kullanimlar endustrisi (direksiyon, torpido), koku Onleyici,

antibakteriyel yasama alanlari

Hava temizleyiciler, hava nemlendiriciler, klima
filtreleri, soguma fanlar1, hava temizleyiciler, camasir
makineleri, elektrik siipiirgesi, bulagik makinesi,
buzdolabi, firin

Spor kiyafetleri, kasketler, spor aletleri, eldivenler, spor

Ev Elektrik Aletleri

Spor Uriinleri

ayakkabilar
. Sabun, losyonlar, akne Urinleri, antiseptik merhemler,
Kozmetik
spreyler vb.
Oyuncak Endilstrisi Oyuncak bloklar ve bebekler, doldurulmus hayvanlar,
pazilar vb.

Yer&Duvar Kaplama Antibakteriyel polimerik ve tekstil yer kaplamalari
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Antibakteriyel, antifungal 6zellikleri sayesinde glimiigiin antimikrobiyal madde
olarak kullanimi yaygin olup metaller icerisinde en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
(Khurana, Vala ve arkadaslar1 2014) sahip oldugu goriilmiistiir.

Toz formdaki giimiis nanopartikiiliin biyolojik sentezlemelerde ekonomikligi,
etkili kullanim alan1 saglamasi biyomedikal uygulamalara uyarlanabilir olmasi ve
ticarilegsme oranlarinin yiiksek olmasi nedeniyle doku miihendisligi alaninda da yaygin
olarak kullanilmaktadir (Beykaya ve Caglar 2016).

Bu avantajlar1 nedeniyle tez calismasinda toz halinde glimiis nanopartikiil 6ziitii

kullanilarak Uretim gerceklestirilecektir.

2.6.1. Giimiis nanopartikiil iiretim metotlar ve yesil sentez

Metalik nanopartikiiller ~ fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemlerle
uretilebilmektedir. Kimyasal ve fiziksel metotlarin dezavantajlarindan dolay1 biyolojik
yontemlerle iiretim arastiricilarin ilgisini ¢ekmektedir. Kimyasal ve fiziksel metotlar
pahali olmanin yani sira islemin dogasindan gelen toksik kimyasallar ve yan iiriinler
icermektedir. Biyolojik metotlarin avantajlar1 arasinda temiz, ucuz ve pratik olmalari,
toksisite problemlerinin olmayis1 yani ¢evre dostu olmalari sayilabilir (Shedbalkar, Singh
ve arkadaslar1 2014).

Son yillarda yapilan calismalarda yesil kimyaya artan bir ilgi gorilmiistiir,
nanopartikiil sentezinin ortam sicakliginda ve tek reaksiyon basamakli saflastirma
basamagi icermeyecek sekilde “green sentez” yontemiyle elde edilmesine odaklanilmistir
(Qi, Zhou ve arkadaslar1 2004). Bu amagcla toksik olmayan, ¢cevre dostu ve yenilenebilir
kimyasallar kullanilmaktadir. Bu strateji son zamanlarda giimiis nanopartikiil sentezi

amaciyla da kullanilmaya baslanmistir (Bar, Bhui ve arkadaslar1 2009).

2.6.1.1. Bitkisel nanopartikil sentezi

AgNP’lerin biyosentezle eldesinde cesitli kaynaklar kullanilmaktadir. Bunlar
bakteriler, bitkiler, mantarlar, algler gibi biyolojik kdkenli kaynaklardir (Aktepe 2021).
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Yapilan bir ¢alismada son yillarda bitki 6ziitlerinin kullaniminin fiziksel ve
kimyasal metotlara kars1 alternatif oldugu ve yaygin olarak saglik alaninda kullanildig:
bildirilmistir (Nematollahi 2015).

Yesil sentez ile bitki 6ziitii kullanilarak nanopartikiil sentezinin saglanmasinda;
ekonomik olma, ¢evre dostu olma, toksisite problemlerini ortadan kaldirma gibi gesitli
avantajlar mevcuttur. Burada bitki 6zltl hem indirgeyic ajan hemde kararli bir etki saglar
(Q1, Zhou ve arkadaslar1 2004).

Bitkiler kullanilarak iiretimi yapilan AgNP’lerin sentezinin kolay ve ucuz olmasi,
diger kaynaklara gore daha fazla miktarda AgNP elde edilmesi, stabil olmalar1 bu alana
olan ilgiyi artrrmaktadir. Bitkiler kullanilarak AGQNP sentezlenirken bitkilerin yapisinda
bulunan alkolloidler, terpenoidler, flavonoidler, enzimler, aminoasitler, fenolikler vb.
gibi biyoaktif bilesenler sulu ¢ozeltilerde Ag + iyonlarini indirgeyerek Ag®’ a doniistiiriir.
(Aktepe 2021). Sekil 10°da (Annavaram, Posa ve arkadaslar1 2015) bitkiler kullanilarak

gergeklesen bu indirgenmeye ait mekanizma verilmistir.

R OH R 0\
+ sicakhk + =
+ Af —— Ag + 2H'+ ¢
p" \\\“‘I
OH o'
Bitkilerdeki polifenollerin genel Ag-polifenol kompleksinin
molekil formiilii muhtemel molekiiler yapisi

Sekil 10 AgNP dretim slireci

2.6.2. Giimiis nanopartikiillerin kemik dokusunda kullanim

Kemik doku miihendisligi ¢aligmalarinda kullanilan biyomalzemeler icerisinde en
yiiksek mekanik dayanima sahip metallerin kemik olusumunda rol alan enzim ve protein
yapisinda uyarim saglama, kemik olusumunu ve yenilenmesini hizlandirma konusunda

basar1 sagladig1 goriilmiistiir (Dhivya, Ajita ve arkadaslar1 2015).
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Tezin bu bolumunde literatirde AgNP iceren calismalar ve AgNP’in bu
caligmalara sagladig1 faydalar1 yer almaktadir.

Bakteriler Uzerinde yapilan arastrma sonuglarina gére giimiisiin 650 ye yakin
bakteri tiirtine karsi antimikrobiyal olarak etkili oldugu gorilmiistir. Nanopargagik
yapidaki Ag’nin sahip oldugu yiksek yiizey alani, hiicre duvarina niifus etme potansiyeli
ve Ag iyonlarinin hiicre zarmi tutturma yetenegi sayesinde antibakteriyel ajan olarak
hareket etme Ozellikleri, giimiis nanopartikiillerin antibakteriyel etkinliginin yiiksek
olmasini saglanmistir. Bu sayede hiicrelerin solunum zincirine nifuz ederek oksidatif
fosforilasyon yolunun kapatilip bakterilerin §limiine neden olmaktadir (Arslan ve Tayyar
2016).

Kemik doku miihendisligi alaninda yapilan arastirmalar neticesinde giimiis
nanopartikillerin cilt izerinde herhangi bir tahribata yol agmadigi vurgulanmistir (Arslan
ve Tayyar 2016).

Calismada AgNP igeren rejenere seliiloz nanofiber iiretimi gergeklestirilmistir. Ag
NP iceren fiberlerin S. aureus ve E. coli'ye kars1 mitkkemmel antibakteriyel ¢zellikler
goOsterdigi goriilmistiir (Sofi, Akram ve arkadaslar1 2021).

Calismada kitosan (CS), poli (laktik-ko-glikolik asit) (PLGA) ve giimiisiin
nanopargaciklar dretilerek bu kompozit malzemenin doku rejenerasyonu igin
kullanilabilirligine bakilmistir. nCS ve nAg disiik yogunlukta antibakteriyel aktivite
saglamis ayrica nAg’nin hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gériilmiistiir (Xue, Hong ve
arkadaglar12019).

Calismada Ag yiikli bir stronsiyum hidroksiapatit (SrHAP)/ Kitosan (CS)
gozenekli yapr iskelesi (Ag—SrHAP/CS) gelistirilmistir. Ag iyonlarmimn antibakteriyel
aktiviteyi artirdig1 gériilmiistiir (Xu, Lei ve arkadaslar1 2016).

Caligmada karboksilatlanmis CNW' ler (CCNW' ler) fizerine giimiis
nanopargaciklardan (AgNP' ler) nanokompozit (CCNWs-AgNP' ler) hazirlanmistir. Bu
calismayla elde edilen kemik iskeleler osteomiyelit vb. kemikle ilgili enfeksiyonlari
engelleyerek, potansiyel antimikrobiyal etki saglamistir (Hasan, Waibhaw ve arkadaslar
2018).
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2.7. San1 Balhibaba Bitkisi (Lamium Galeobdolon)

Gegmisten beri var olan geleneksel tedavi yontemleri; yaygin kullanimlars,
iyilestirmedeki oncii etkileri g6z 6niinde bulunduruldugunda yeni medikal ve cerrahi
tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde bitki familyalar1 ve cinsleri biiyiik potansiyele
sahiptir bu nedenle arastirmalar bu alanda yogun bir sekilde devam etmektedir (Salehi,
Stojanovi¢-Radi¢ ve arkadaglar1 2018).

Bu yonde arastirmasi yapilan bitki familyalarindan biride nane ailesi olarak da
taninan ¢igekli bitkilerin bir ailesi olan Lamiaceae familyasidir (Raja 2012). Bu aileye
mensup Lamium cinsi Asya, Afrika ve Avrupa ‘nin belirli bolgelerinde yetistirilen otsu
bir tlrdir (Salehi, Armstrong ve arkadaslar1 2019). Tirkiye de ise Marmara, Karadeniz
ve Dogu Anadolu da yetistirilmektedir. Lamium ismi eski yunancada manasinda
kullanilan “’Lamos’’ kelimesinden tiiremis olup Tiirkce’de ¢igeklerinin bal tadinda
olmasindan dolay1 ballibaba olarak kullanilmaktadir (2015).

Lamium cinsine ait birgok tir olup bunlar Beyaz ballibaba (Lamium Album), Sar1
ballibaba (Lamium galeobdolon) , Benekli ballibaba; L. Maculatum, kan kirmizisi
ballibaba; L.purpureum, ve Sarmali ballibaba; L.ampilexicaule’dir (2015).

Lamium cinsi bitkilerin fitokimyasal arastirmasi sonucunda yapilarinda
antosiyaninler, fitoekdisteroidler, betainler, benzoksazinoidler, terpenler ve megastigmen
bilesikler, ucucu yaglar, iridoidler, sekoiridoidler, polisakkaritler, tanenler,
fenilpropanoidler ve flavonoidler barmdirmakta olup C10 ve C9 iridoid glikozitler yapida
bulunan en yaygin tirdir (Yalgin ve Duygu 2006). Ayrica yeni kesfedilen
benzoksazinoidler lamiaceae bitki ailesine mensup Lamium galeobdolon olarak bilinen
sar1 ball1 baba bitkisinde tanimlanmistir (Berezina, Budantsev ve arkadaslar1 2000).

Yapilarinda yer alan ugucu yaglar sayesinde terapotik olarak kullanilmakta ve
bundan dolay:r fitokimyasal olarak yaygmn bir sekilde arastrmalara kaynak
olugturmaktadir (Salehi, Armstrong ve arkadaslar1 2019). Turkiye bitki ortlisu icerisinde
30’a yakin tiiri bulunan ve tibbi olarak antispazmodik (spazm giderici), anstrenjan
(damar veya dokular1 biiziicii), diiliretik (idrar soktiiriicii), ekspektorant (balgam
sOktlrlc), stiptik (kanama durdurucu) ve vazokonstriktor (kan damarlarmi daraltici)

(Akkoyunlu 2019) gibi gesitli faydalara sahip Lamium bitkileri geleneksel tedavi
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yonteminde rahim kanamasi, felg, hipertansiyon, menoraji, travma, kirik vb hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir (Yalgin ve Duygu 2006).

Tez ¢alismasinda Lamium ailesinden olan Lamium galeobdolon kullanilmistir.
Sekil 11°de (Akkoyunlu 2019) verilen Lamium galeobdolon nemli ve goélgeli bolgelerde
yetistirilmekte olup nisan ve mayis aylarinda ¢igceklenmektedir (2021). Yaklasik olarak
20-50 cm boya sahip yapraklari kalp benzeri sekilde, kenarlar1 kertikli ve tizeri piirtiiklii
koyu yesil renkli ve govdesi koseli bir sekildedir. Govde kenarinda halka seklinde 6-12
adet sar1 renkte ¢igek bulunmaktadir (2015).

Tez calismasinda kullanim amaci giimiis nanopartikiil iiretiminde fitokimyasal
yapisi nedeniyle indirgeyici olmasi ve tiretilen nanopartikiillerin yapida kararli bir sekilde

durmasimni saglamaktir.

Sekil 11 Lamium galeobdolon bitkisi

2.8. Ballibaba Bitkisinin Biyomedikal Alanindaki Cahsmalara Katkisi

Lamium tiirii bitkiler yapilarinda yer alan ugucu yaglar sayesinde terapotik olarak
kullanilmakta ve bundan dolay1 fitokimyasal olarak yaygin bir sekilde arastrmalara
kaynak olusturmaktadir (Salehi, Armstrong ve arkadaslar1 2019). Turkiye bitki ortlisu
icerisinde 30’a yakin tiirii bulunan ve tibbi olarak antispazmodik (spazm giderici),
anstrenjan (damar veya dokular1 biiziicli), diiiretik (idrar soktiiriicli), ekspektorant

(balgam soOktiirict), stiptik (kanama durdurucu) ve vazokonstriktér (kan damarlarini



36

daraltic1) (Akkoyunlu 2019) gibi ¢esitli faydalara sahip Lamium bitkileri geleneksel
tedavi yonteminde rahim kanamasi, felg, hipertansiyon, menoraji, travma, kirik vb
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir (Yalgin ve Duygu 2006).

Gergeklestirilen bir ¢aligmada 1sirgan otu, Lamium orvala ve Lamium
galeobdolon ekstraktlarinin antimikrobiyal etkinliginin arastirilmasi igin S.Aureus ve
E.Coli ve Listeria monocytogenes iizerinde invitro testler yapilmis ve 3 tiiriinde
antimikrobiyal  aktivite  sagladigi  gorilmistir L.Galeobdolon  yapisindaki
benzoksazinoidler ¢esitli caligmalarda antimikrobiyal, antikanser vb 6zellikler saglamis
bu caligmada da parazit ve patojone karsi savunma gostermistir (Salehi, Armstrong ve
arkadaslar1 2019).
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tezin bu kisminda, tez boyunca yliriitiilen deneysel ¢aligmalar ve bu ¢alismalarda
kullanilan malzeme ve cihazlari agiklamasi verilmistir. Deneysel ¢alismalar, mekanik
cekme testleri ve biyobozunurluk testi Necmettin Erbakan Gniversitesi Biyomedikal
Miihendisligi Laboratuvarinda gergeklestirilmistir.

Karekterizasyon analizleri icin SEM, FTIR, XRD, su temas agis1, TGA analizleri
Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezinde,

Antibakteriyel test Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesinde gergeklestirilmistir.

3.1. Kullamlan Kimyasal Malzemeler ve Ozellikleri

Kemik doku rejenerasyonu i¢in kullanilacak olan ballibaba ile enkapsiile giimtis
nanopartikil 6zutlu kitosan/PCL katkili nanofiber Gretimi igin dogal polimer olarak
Kitosan, sentetik polimer olarak PCL kullanilmustir.

80,000 g /mol molekiiler agirhigma sahip PCL polimeri Sigma-Aldrich
firmasindan, (CsH1:NO4)n molekiil formuline sahip kitosan polimeri Bio Basic Inc.
Firmasindan temin edilmistir.

Kitosan ve PCL soliisyonlarmin hazirlanmasmda ¢6zicl olarak formik asit ve
aseton (7:3) kullanilmistir. CH2Cl, kimyasal formultine sahip renksiz bir ¢oziicu olan
formik asitin molekiil agirligi 84.93 g/mol, yogunlugu 1.32 kg/l, kaynama noktasi
39.3°C’dir. VWR Chemical firmasindan temin edilmistir. (CH3) 2CO kimyasal formuline
sahip organik kimyasal olan Aseton Honeywell firmasindan temin edilmistir.

Na+, Cl-, K+, HPOg4- iyonlar1 ve su molekiillerinden olusan fosfat tampon
cozeltisi iyon konsantrasyonu pH degeri (7.4) gibi degerleri uygunlugu nedeniyle
calismalarda kullanilmistir. Temini Giindiiz Kimya firmasidan saglanmastir.

Ballibaba bitkisi ile enkapsiile edilmis giimiis nanopartikiil sentezinde kullanilan
169,87 g/mol molekiiler agirligina sahip AgNO3s Nanokar Nanotechnology firmasindan
temin edilmistir. Lamium Galeobdolon (Sar1 Ballibaba Bitkisi) Eymen Baharat ‘tan temin
edilmis ve toz hale getirilerek kullanilmustir. Saf su Necmettin Erbakan Universitesi Gida

Miihendisligi Arastirma Laboratuvarindan temin edilmistir.
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3.2. Kullanilan Cihazlar

3.2.1. Laboratuvar ortaminda kullanilan cihazlar

Hazirlanacak ¢ozeltideki malzeme tartimi igin Radwag marka AS220,R2 model
hassas terazi, ¢ozeltilerin karisimi i¢in ISOTEX marka SH-2 model manyetik karistirict,
sentez esnasinda ballibaba 6ziitli ve glimiis nitrat ¢dzelti oranlarni belirlemek ve
biyobozunurluk islemi sonrasinda PBS’ den alinan 6rnek numunelerdeki AgNP / eAgNP
varligini tespit etmek i¢cin HITACHI U-3900 marka UV-Vis Spektrofotometre ¢oziicl
icerisindeki giimiis nanopartikulleri cozmek icin BANDELIN Sonoplus marka GM 2200
model ultrasonik karistirici, hazirlanan numunelerin buharlastirma islemi, PBS iginde
bekletilen numune kurutma islemleri ve insan viicut sicakliginda ortam sicakligi
ayarlamak icin BINDER VD23 marka etiiv cihaz1 ve numunelerin antibakteriyel test
oncesi sterilize edilmesi icin de Fytronix marka UV Sterilizasyon cihazi kullanilmistir.
Nanofiber tretimi icin ise 0-30 kV voltaj kapasitesine sahip Eraktek Inovasyon marka
NANO S0-30 model elektro-egirme cihazi kullanilmustir.

Elektro-egirme cihazi tambur, yiiksek voltaj kaynagi, siringa pompasi ve igne
uclarmdan olugsmaktadir. Sekil 12°de gorseli verilen elektro-egirme cihaziyla tez boyunca

nanofiber iiretimi gergeklestirilmistir.

| TAMBUR

(TOPLAYICIKISIM)

iIGNEUCU

SIRINGAPOMPASI

VOLTAJ KAYNAGI

Sekil 12 Elektro-egirme cihazi ve bolimleri



3.2.2. Hazirlanan numunelerin analizi i¢cin kullanilan cihazlar

Hazirlanan numunelerin analizi i¢in kullanilan cihazlar Tablo 8 ‘de verilmistir.

Tablo 8 Analiz i¢in kullanilan cihazlar
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Yapilan islem

Kullanilan Cihaz

Nanofiberlerin yiizey morfolojisini belirlemek

ZEISS GeminiSEM 500 marka Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu (FE-SEM)

Fonksiyonel grup analizi

Thermo Scientific/ Nicolet 1S-20 marka Fourier
Déniisiimlii Kizil dtesi Spektrometresi (FTIR) cihazi

Malzeme yapisal analizi

Panalytical EMPYREAN marka X Igim
Difraktometre (XRD) cihazi

Sicaklik bagh kiitle degisimi

Seteram-Labsys Evo marka TermoGravimetrik
Analiz (TGA) cihazi

Nanofiberlerin hidrofilik/hidrofobik &zelligini
belirlemek

Biolin Scientific Attension- Theta Lite marka temas
agis1 Ol¢lim cihazi

Gerilme mukavemeti, sekil degisimi,
elastiklik modiilii degerlerinin tespiti

SHIMADZU AGS-X marka ¢ekme test cihazi

Mekanik analiz grafiklerinin olugturulmasi

Trapezium adli yazilim

3.3.Yesil Sentez Yontemiyle Bitki Oziitii ile Enkapsiile Giimiis Nanopartikiil

Uretimi (eAgNP)

Sekil 13°de verilen ballibaba &ziitii su sekilde hazirlanmistir. Oncelikle ballibaba

bitkisi toz haline getirilerek 5 gram ballibaba hassas terazide tartimi gergeklestirildi.1000

ml saf su icerisine tartilan ballibaba bitkisi eklenerek karistirildi. Karisim 24 saat

dinlenmeye birakildi. Dinlenme sonunda karisim filtre kagidi yardimiyla siiziilerek islem

tamamlanmuistir.

Sekil 13 Hazirlanan ballibaba bitki 6z(tl gorseli
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Cikarilan bitki 6ziitii ekstraktli giimiis nanopartikiil sentezi asamalar1 sekil 14’te
verilmis olup karigim hazirlanirken spektrofotometre ile yapilan optimizasyon analizleri
sonucunda 3ml ballibaba /6ml saf su/ 1ml AgNOs oranlarinin eAgNP olusumunu
sagladigi gozlendi. Bulunan eAgNP olusumunu saglayan oranlar kullanilarak e AgNP
iiretimini gergeklestirmek icin dncelikle 150 ml ballibaba bitki 6ziitii (siiziilen kisim) ile
300 ml saf su balon joje igerisinde toplanarak manyetik karistiricida karistirilmaya
brrakildi.

Karistirma islemi gergeklestirilirken 50 ml AgNOs soliisyonu pipet yardimi ile saf
su bitki 6ziitli karistmina damla damla ilave edildi ve 20 dk boyunca karistirma islemine

devam edildi.

Karistirma islemi tamamlandiktan sonra ¢ozelti 40 saat boyunca karanlik ortamda
bekletildi. Elde edilen ¢ozelti cam petri kaplarina bosaltilip 200 C sicaklikta etiive
konularak 15 saat boyunca suyun buharlagsmas1 saglandi. Petri kabinin ylizeyinde biriken
soliisyondan kalan kati kisimlar kazinarak bitki ekstrakti ile enkapsiile olmus glimiis
nanopartikiiller lamel yardimui ile toplandi.

Yesil sentez metodu ile giimiis nanopartikiil tiretiminde indirgeyici ajan olarak

kullanilan ballibaba 6ziitii ile Ag** iyonu indirgenerek AgP iyonuna déniismiistiir.

d) €) f

Sekil 14 Ballibaba ile enkapsiile edilmis giimiis nanopartikiillerin {iretim siireci. a) Bitki 6zitu
hazirlanmasi, b) Bitki 6zt filtrasyonu, ¢) Karisimin cam kaba aktarilmasi, d) Etiivde buharlagtirma
islemi ile saf suyun uzaklastirilmasi, e) Etiiv igslemi sonras1 kurutulmus ¢ozelti, f) Ballibaba ile enkapsiile
edilmis giimiis nanopartikiiller
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3.4. Elektro-egirme Yontemiyle Nanofiber Uretimi icin Soliisyon Hazirlama

3.4.1. PCL/ Kitosan soliisyonu hazirlama;

Sekil 15 PCL/ Kitosan soliisyonu hazirlama agamalar1 a) PCL solisyonu b) Kitosan sollisyonu c)
PCL/kitosan sollisyonu

Soliisyon hazirlanmasma ait asamalar Sekil 15°te verilmis olup detaylar1 su
sekildedir: Soliisyonlar hazirlanirken dncelikle ¢6ziicti olarak Formik asit ve aseton (7:3)
kullanildi. PCL soliisyonu hazirlamak i¢in Formik asit ve aseton (7:3) ¢cozlculeri icerisine
%12 wiv PCL polimeri ilave edildi ve soliisyon homojen hale gelene kadar 6 saat boyunca
manyetik karigtiricida karigtirildi. Kitosan soliisyonu hazirlamak igin Formik asit ve
aseton (7:3) cOziculeri icerisine %2 w/v Kitosan ilave edildi ve soliisyon homojen hale
gelene kadar 8 saat boyunca manyetik karistiricida karistirildi. PCL ve Kitosan
soliisyonlarmdan 7:2 oranlarinda olacak sekilde 21 ml PCL soliisyonu ve 6 ml kitosan
solusyonu cam kaba ilave edilerek homojen hale gelinceye kadar 12 saat boyunca
manyetik karistiricida karistirillarak elektro-egirme isleminin gerceklestirilecegi karigim
elde edildi.
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3.4.2. %1 ballibaba enkapsiile giimiis nanopartikiil ekstrakth PCL/ Kitosan

soliisyonu hazirlama

Sekil 16 %1 BB-eAgNP PCL/ Kitosan soliisyonu hazirlama agamalar1. a) %1BB-eAgNp PCL solisyonu
b) Kitosan soliisyonu c) %1 BB-eAgNP PCL/Kitosan Sollisyonu

Soliisyon hazirlanmasima ait asamalar Sekil 16’da verilmis olup detaylar1 su
sekildedir: Soliisyon hazirlanirken oncelikle ¢6ziicli olarak Formik asit ve aseton (7:3)
kullanilmistir. PCL nin %21’i oraninda Ballibaba enkapsiile AQNP bu ¢6ziicii karigmmi
icerisinde ultrasonik karistiric1 yardimiyla 15 dk karistirildi. Bu karisima %12 w/v PCL
polimeri ilave edildi ve solisyon homojen hale gelene kadar 6 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirildi. %2 w/v Kitosan, Formik asit ve aseton (7:3) ¢ozlcileri icerisinde
8 saat boyunca manyetik karistiricidda ¢ozdiiriilerek kitosan karigimi elde edildi.
Hazirlanan bu eAgNP katkili PCL ve kitosan soliisyonlar1 7:2 oranlarinda olacak sekilde
21 ml eAgNP katkili PCL soliisyonu ve 6 ml kitosan soliisyonu sekildeki gibi

birlestirilerek soliisyon elde edildi.
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3.4.3. %2 ballibaba enkapsiile giimiis nanopartikiil ekstrakth PCL/ Kitosan

soliisyonu hazirlama

Sekil 17%2 BB-eAgNP PCL/ Kitosan Soliisyonu Hazirlama Asamalari. a)%2BB-eAgNp PCL sollisyonu
b)Kitosan sollisyonu ¢)%2 BB-eAgNP PCL/Kitosan Sollsyonu

Soliisyon hazirlanmasma ait asamalar Sekil 17°de verilmis olup detaylar1 su
sekildedir: Soliisyon hazirlanirken 6ncelikle ¢oziicli olarak Formik asit ve aseton (7:3)
kullanilmistir. PCL nin %2 si oraninda Ballibaba enkapstile AgNP bu ¢6ziicti karisimmi
icerisinde ultrasonik karistirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Bu karisima %12 w/v PCL
polimeri ilave edildi ve soliisyon homojen hale gelene kadar 6 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirildi. %2 w/v Kitosan, Formik asit ve aseton (7:3) ¢ozlcileri icerisinde
8 saat boyunca manyetik karistiricida ¢ozdiiriilerek kitosan karigimi elde edildi.
Hazirlanan eAgNP katkili PCL ve kitosan soliisyonlar1 7:2 oranlarinda olacak sekilde 21
ml e AgNP katkili PCL soliisyonu ve 6 ml kitosan soliisyonu sekildeki gibi birlestirilerek

solusyon elde edildi.
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3.4.4. %3 ballibaba enkapsiile giimiis nanopartikiil ekstrakth PCL/ Kitosan

soliisyonu hazirlama

c)

Sekil 18 %3 BB-eAgNP PCL/ Kitosan Soliisyonu Hazirlama Asamalari. 2)%3BB-eAgNp PCL solisyonu
b)Kitosan soliisyonu ¢)%3 BB-eAgNP PCL/Kitosan Sollsyonu

Soliisyon hazirlanmasma ait asamalar Sekil 18’de verilmis olup detaylar1 su
sekildedir: Soliisyon hazirlanirken ¢6zlcl olarak Formik asit ve aseton (7:3)
kullanilmistir. PCL nin %3 (0 oraninda ballibaba enkapsiile AgNP bu ¢oziicii karismmi
icerisinde ultrasonik karistirict yardimiyla 15 dk karistirildi. Bu karigima %12 w/v PCL
polimeri ilave edildi ve soliisyon homojen hale gelene kadar 6 saat boyunca manyetik
karistiricidda karstirildi. %2 wi/v Kitosan, Formik asit ve Aseton (7:3) c¢oOzucleri
icerisinde 8 saat boyunca manyetik karistiricida ¢ozdiiriilerek kitosan karigimi elde edildi.
Hazirlanan e AgNP katkili PCL ve kitosan soliisyonlar1 7:2 oranlarinda olacak sekilde 21
ml e AgNP katkili PCL soliisyonu ve 6 ml kitosan soliisyonu sekildeki gibi birlestirilerek

solusyon elde edildi.

3.5. Elektro-Egirme Yontemiyle Yesil Sentezlenmis Balhbaba Bitkisiyle Enkapsiile
Edilmis Ag Katkih PCL/ Kitosan Nanokompozit Nanofiber Uretimi

Tezin bu bélimunde BB-eAgNP katkili PCL/ Kitosan nanokompozit malzemenin

kemik doku rejenerasyonunda kullanilabilirliginin incelenmesi i¢in iiretimde kullanilan
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malzemeler kullanim amaglar1 Tablo 9’da, Uretilen nanofiber ¢esitleri ve bu

nanofiberlerin iiretilmesinde 6ngodriilen amaglar1 Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 9 Uretimde kullanilan malzemeler ve kullanim amaglar

Kullanilan malzeme Kullanim Amaci

PCL

Sahip oldugu mekanik ve kimyasal Ozellikleri, kolay
islenebilirligi ve biyobozunur olmasi

FDA onayli doku miihendisligi alaninda destek matrisi olarak
kullanilabilir olmasi

Mekanik olarak zayif 6zellik gosteren dogal polimer kitosanin bu
Ozelligini ortadan kaldirmasi

Kitosan o

Biyouyumlu, antibakteriyel, antimikrobiyal ve toksik olmama
PCL sentetik polimerinin sahip oldugu hidrofobik ve zayif yiizey
1slatmasindan kaynaklanan zayif hiicre yapismasi ve hiicre
cogalmasimnin desteklenmesini saglamak

Ballibaba bitkisi

Lamium galeobdolon yapisinda yer alan benzoksazinoidlerin
(BX'ler) antimikrobiyal etkinligine sahip olmasi
Antienflamatuvar, antimikrobiyal, antiviral ve hemostatik
ozelliklere sahip olmasi

Fitokimyasal dzellikleri sayesinde giimiis nanopartikiil iiretiminde
indirgeyici ve stabilize edici olarak kullanilabilirligi sayesinde
giimiis nanopartikiil i¢in indirgeyici ajan gérevi gérme

Ag Nanopartikdl

Olusturulan nanofibere antibakteriyel 6zellik kazandirmak

Tablo 10 Hazirlanan nanofiberler ve 6nglriilen kullanim amaci

Nanofiber Cesidi

Ongorillen Amag

PCL/Kitosan

PCL ve kitosan katkilhi nanofiberlerin karekteristigini
belirlemek

%1 Ballibaba eAgNP PCL/ Kitosan

PCL/ Kitosan nanokompozite yesil sentezle iiretilmis ballibaba
bitkisi katkih %1 lik Ag np eklenerek olusturulan
nanokompozit karekteristigini belirlemek

%2 Ballibaba eAgNP PCL/ Kitosan

PCL/ Kitosan nanokompozite yesil sentezle iiretilmis ballibaba
bitkisi katkilt %2 likAg np eklenerek olusturulan nanokompozit
karekteristigini belirlemek

%3 Ballibaba eAgNP PCL/ Kitosan

PCL/ Kitosan nanokompozite yesil sentezle iiretilmis ballibaba
bitkisi katkili %3 lik Ag np eklenerek olusturulan
nanokompozit karekteristigini belirlemek

3.5.1. Elektro-egirme yontemiyle nanofiber iiretimi icin kullanmilan parametrelere

ait ozellikler

Elektro-egirme siirecinde kullanilan parametrelrle ilgili agiklamalar Tablo 11°‘de

verilmistir.
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Tablo 11 Elektro-egirme yontemi igin kullanilan parametre degerleri

igne ucu ve déner
Nanofiber Cesidi Voltaj tambur aras1 | Akis hizi
mesafe
PCL/Kitosan 27-30kV | 14cm 0,3 ml/saat
%1 Ballibaba Enkapsiile AQNP PCL/Kitosan | 27-30kV | 14 cm 0,20 ml/saat
%?2 Ballibaba Enkapsiile AQNP PCL/Kitosan | 27-30kV | 14 cm 0,20 ml/saat
%3 Ballibaba EnkapsiileAgNP PCL/Kitosan 27-30kV | 14 cm 0.20 ml/saat

Elektro-egirme yontemi ic¢in hazirlanan ¢ozeltiler ultrasonik ve manyetik
karistirict yardimiyla karigtirilmistir. Tambur Gzerine 16.5 ve 33 cm boyutlarinda
aliminyum folyo kesilerek yerlestirilmistir.10 ml lik siringalar kullanilarak 4ml ¢ozelti
cekilmistir. 4 siringa, siriga kiliflaria konularak pompalama sistemine yerlestirilmistir.
Siringalar ucuna iletim i¢in borular takilmis ve sabitlenerek uglarina igne uglar
yerlestirilmistir. Kv degerinden ¢dzelti igin uygun voltaj degeri ayarlanmistir. Igne uglari
ve tambur arasi 14 cm olarak ayarlanmis ve optimum 0,2- 0,3 ml/saat lik akis hizinda
calisgilmistir. Siringalardaki c¢ozeltiler bitene kadar 15-20 saat arasi spinleme islemi
gerceklestirilerek PCL/ Kitosan ve %1, %2, %3 oranlarinda ballibaba enkapsiile giimiis
nanopartikiil ekstraktli PCL/ Kitosan fiberler elde edilmistir.

3.6. Uretilen Nanofiberlerin Karakteristik Ozelliklerinin incelenmesi

Malzeme karakterizasyon testleri FE-SEM, FTIR, XRD, Su Temas Agisi, TGA
Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde

gerceklestirildi.
3.6.1. FE-SEM analizi
ZEISS GeminiSEM 500 marka ve model Alan emisyonlu taramali elektron

mikroskobu ile nanofiberlerin ¢ap dagilimlari, yizey morfolojileri, yerlesim agis,

gecirgenligi ve biyobozunma sonrasi olusan morfolojik bozunmalar incelenmistir.
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FE-SEM analizi icin dretilen saf PCL/ Kitosan, %1 Ballibaba Enkapsiile AgNP,
%?2 Ballibaba Enkapsiile AGNP ve %3 Ballibaba Enkapsiile AQNP nanofiberlerden 1x1
cm? boyutlarda numuneler almmugtir. Numuneler 5.31 nm altmn paladyum ile kaplanarak

analizi gergeklestirilmistir.

3.6.2. FTIR analizi

Thermo Scientific — Nicolet iS20 marka/model cihaz ile FTIR analizi
gerceklestirilmistir.  FTIR analizi 400 — 4000 c¢m—1 dalga sayist araliginda
gerceklestirilmis olup bu analiz ile fonksiyonel gruplar ve kimyasal karakterizasyon

saptanmustir.

3.6.3. XRD analizi

X-1s1n1 difraksiyonu, malzemelerin kristallografik 6zellikleri ve igerdikleri fazlar
hakkinda bilgi saglar. XRD calisma prensibi X-1sinlarini karakteristik bir diizen igerisinde
kirmasi esasina dayanmaktadir. Kristale dair bilgi edinilmesinde XRD yontemi kolaylig1
ve sonuglarmin giivenilirligi agisindan tercih edilir . PANalytical / EMPYREAN marka/
model cihaz ile o6lglim gergeklestirilmistir. Bu 6l¢iim ile malzemenin Kristal yapisi

belirlenmis, kimyasal bilesimleri tespit edilmistir.

3.6.4. TGA analizi

Setaram — Labsys Evo marka/model cihaz ile 0-500 °C sicaklik araliginda analiz
gergeklestirilmis olup sicaklik artis1 dakikada 20 °C/dk olarak ayarlanmustir.

Bu analiz ile Uretilen nanofiberlerin termal 6zellikleri belirlenmis, nanofiberlerin
sicakliga bagh kiitle kaybi1 Olclilmiistiir. Agirlik kaybinin oldugu aralik malzemenin

bozundugu sicaklik bilgisini vermektedir.
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3.6.5. Su temas agisi

Temas agis1 kat1 formda bir numunenin bir sivi tarafindan islatilma miktarmin
belirlenmesidir (Cigdemir 2015). Biolin Scientific Attension — Theta Lite cihazi ile su

temas acis1 Olgtimleri gergeklestirilmistir.

3.7. Uretilen Nanofiberlerin Mekanik Analizi

Uretilen nanofiberlerin mekanik olarak tepkisinin élciilmesi icin Shimadzu AGS-
X marka/model ¢ekme cihazi ile test gergeklestirilmistir. Cekme testi ile malzemeye
verilen kuvvet dogrultusunda malzemenin verdigi yamt Olciilmiistiir. Uretilen
nanofiberlerin gerilme mukavemeti, elastik modili ASTM D638-14 standardina gore
belirlenmistir. Uretimi yapilan 4 gesit elektro-egirme sonucu olusturulan nanofiberlerden

3’er tane 1x5 cm dlgiilerinde kesilerek hazirlandi, Smm/dak hizda islem gergeklestirildi.

3.8. Biyobozunurluk Analizi

Biyobozunurluk analizi Fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) kullanilarak
gergeklestirildi. Nanofiberler 3x3 c¢m? ebatlarinda kare boyutlarda kesilerek PBS
icerisinde 37 °C sicaklikta inkube edildi. Kesilen pargalarmn ilk agirlik 6lgtimleri alinmis
PBS soliisyonu igerisinde bekletilerek bozunmasi gergeklestirilmis ve haftalik
periyotlarla agirhik kayiplar1 lgiilmiistiir. Inkiibe edilen numunelerin 6lgiimden 6nce
etiivde kurutulma islemi gergeklestirilmistir. Bozunma oranlar1 asagidaki denkleme gore
hesaplanmastir.

inkiibasyon Sonrast Kuru Agirlik

B 0 %) = 100 — : 100
ozunma Orant (%) Ik Kuru Agirlik )

3.9. Antibakteriyel Aktive Analizi

Antibakteriyel aktivite testi sirasinda kullanilan Escherichia coli 25922 ve
Staphylococcus Aureus 29213 bakterileri Necmettin Erbakan Universitesi Tip Fakiiltesi,

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ndan temin edilmistir.
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Antibakteriyel aktivite i¢in agar disk difiizyon yontemi kullanilarak gram negatif
Escherichia coli 25922 ve gram pozitif Staphylococcus Aureus 29213 bakterilerinde
caligma gergeklestirilmistir. Bakteri suslar1 37 °C sicaklikta’ de 180 rpm’de McF 0.5-0.6
degerinde olacak sekilde inkiibe edilmis ve besiyeri olarak hazirlanan Mueller Hinton
Agar Uzerine yerlestirilmistir. Daha sonra elektro-egirme yontemiyle {iretilmis nanofiber
numunelerden 12 mm ¢apta diskler hazirlandi. Ballibaba e AgNP’ lerin aktivitesi iginn
Im lik saf su icerisinde 5mg enkapsiile glimiis nanopartikiil ¢ozdiirme islemi
gerceklestirildi. 12 mm’ lik ¢apta kesilmis filtre kagidi diskler lizerine Green sentez ile
tiretilmis enkapsiile giimiis nanopartikiil solisyonu emdirildi ve agar plakalara ekim igin
uygun hale getirildi.

Nanofiber numunesi igin hazirlanan diskler, bakteri ekimi sonrasinda her
Escherichia coli 25922 ve gram pozitif Staphylococcus Aureus 29213 bakterileri igin ayr1
ayrt 4 er adet petri kaplarina yerlestirildi ve viicut sicakliginda 48 saat inkiibasyonu
gerceklestirildi, inkiibasyon sonrasinda disk etrafindaki inhibasyon halka gaplar1 image j
programiyla 6l¢iildii boylece Uretilen nanofiber malzemenin bakterilerin {iremesine kars1

olan etkisi belirlenecektir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez kapsaminda tiretimi gergeklestirilen 4 ¢esit nanofibere ait (PCL/ Kitosan, %1
Ballibaba Enkapsiile AgNP, %2 Ballibaba Enkapsiile AgNP, %3 Ballibaba Enkapsiile
AgNP) karakteristik 6zellikler, mekanik 0Ozellikler, biyobozunurluk ve antibakteriyel
Ozelliklere ait analiz sonuglar1 kapsaminda FE-SEM Analiz, XRD Analiz, TGA Analiz,
FTIR Analiz ve Su temas Agis1 analizleri ve mekanik analiz, invitro biyobozunurluk ve

antibakteriyel aktivite analizleri asagida verilmistir.

4.1. FE-SEM Analizi Sonucu

Tezin bu boliimiinde iiretimi yapilan 4 ¢esit nanofiberin hepsinden Ol¢iimler
alinarak analiz gergeklesmistir. Sekil 19°da gorseli verilen SEM analiziyle uretilen
nanofiberlerin ortalama ¢ap degerleri, morfolojik yapis1 hakkinda bilgi alinmastir.

Elektro-egirme yontemi ile dretilen nanofiber yapisinda boncuk olusumu
gorilmesi buyuk sorun teskil etmektedir (Bulbil 2019). Tez ¢alismamda tiretimi yapilan
nanofiber yapilarin SEM analizleri incelendiginde boncuksuz yapida diizgiin fiber
olusumlar elde edildigi goriilmiistiir. Ayrica morfolojik yap1 analiziyle iiretilen nanofiber
tizerindeki hiicre ¢ogalmasi ve yapismasi hakkindada énemli bilgiler elde edilmektedir
(Gharravi, Orazizadeh ve arkadaslar1 2012). Yan kesit goriintiileri incelendiginde iiretimi
yapilan doku iskelelerinin hiicreler arasi iletisime ve hiicre gogiine izin verebilecek agsi
yapida oldugu goriilmektedir.

Ortalama fiber ¢aplar1 saf PCL/Kitosan icin: 132,64613 + 1,21919, %1 Ballibaba
eAgNP Nanofiber i¢in: 125,67+ 2,3456, %2 Ballibaba e AgNP Nanofiber igin: 127,79385
+ 2,77156, %3 Ballibaba eAgNP Nanofiber i¢in:130,37011+ 3,18596 nm olarak
bulunmustur. Elektro-egirmede eAgNP ilavesiyle Uretilen nanofiberlerin iletkenligi
artirmas1t sonucunda daha diisiikk capta nanofiber olusumuna neden oldugu literatiir
calismalarinda goriilmiistiir.(Barani 2014, Topuz, Satilmis ve arkadaslar1 2019, Zhou,
Thakurathi ve arkadaslar1 2019).

Tez galigmasinda da literatiirle uyumlu bir sekilde kullanilan ballibaba e AgNP
varliginda nanofiber ¢aplarinda diisiis gortlmustiir. Nanofiber ¢apindaki diisiis ballibaba

eAgNP o6ziitliniin iletkenligi artirmasiyla ¢apta azalis saglamasiyla acgiklanabilmektedir.
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) d}

Sekil 19 Nanofiberlere ait SEM analiz goruntileri a) Saf PCL/ Kitosan nanofiber b) %1 BB- eAgNP
nanofiber ¢) %2 BB- eAgNP nanofiber d) %3 BB- eAgNP nanofiber

4.2. X Istm Kirmimmm (XRD)Analizi Sonucu

X-15m1 kirmimini (XRD) teknigi malzemeye ait kristal yap1 ve element dagilimi
hakkinda bilgi saglar. Uretimi gergeklestirilen PCL/ Kitosan, %1 Ballibaba Enkapsiile
AgNP, %2 Ballibaba Enkapsiile AQNP, %3 Ballibaba Enkapsiile AgNP nanofiberlerin
XRD analizi yapilarak kirmimmlari incelenmis ve grafigi Sekil 20°de verilmistir.

Sirastyla saf pcl/kitosan 6=21,5111 derecede 15010, %1 bb eAgNP pcl/kitosan igin
0=21.498 derecede 20326, %2 bb eAgNP pcl/kitosan i¢in 6=21.6293 derecede 41665, %3
bb eAgNP PCL/kitosan igin 6=21,498 derecede 19323 pik kirinim zirvesi vermistir.

Nanofiberler incelendiginde saf PCL/ Kitosan nanofibere oranla ballibaba
enkapsiile giimiis katkili nanofiberlerde tepe yogunlugu ve siddet artimiyla sonuglanmugtir.
Bu durum gimiis nanopartikiillerin PCL/ Kitosan tabaka yuzeyinde ve igerisinde
oldugunun gostergesidir (Saygili1 2021).

Bu veriler 1s181nda literatiirde XRD analiz sonuglar incelendiginde kristal yapili
malzemelerin yliksek siddette pik verdigi goriilmiistiir. Literatiire uyumlu bir sekilde
calismamizda da BB- eAgNP katkili nanofiberlerde siddet olarak daha yiiksek degerler
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goriilmiistiir bu da yaptigimiz katkilama islemiyle malzemenin daha kristal bir sekil

aldigin1 gosterir.
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Sekil 20 Nanofiberlere ait XRD goriintileri a) Saf PCL/ Kitosan nanofiber b) %1 BB- eAgNP PCL/
Kitosan nanofiber c) %2 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber

4.3. Termogravimetrik (TGA) Analizi Sonucu
Uretimi gerceklestirilen saf PCL/ Kitosan, %1 Ballibaba Enkapsiile AgNP, %2
Ballibaba Enkapsiile AgNP, %3 Ballibaba Enkapsiile AgNP nanofiberlerin
Termogravimetrik analizi yapilarak nanofiberlerin termal dagilislar1 incelenmistir.
Nanofiberlerin oda sicakligi ile 500 °C arasindaki TGA egrileri Sekil 21, Sekil 22,
Sekil 23 ve Sekil 24°de gosterilmistir. Nanofiberlere ait TGA dagilim grafigi sonucu elde

edilen bilgiler ise Tablo 12 ‘de verilmistir.

Tablo 12 TGA dagilim analiz sonucuna ait bilgiler

Nanofiber cesidi 11k kiitle Son kiitle miktar1 | Tam bozulma
miktari sicakhigi

Saf PCL/kitosan 1.79mg 0.891 mg 356.28 °C

%1 BB- eAgNP PCL/kitosan 1.33mg 0.829 mg 350.06°C

%2 BB- eAgNP PCL/kitosan 2.59 mg 0.459 mg 393.25°C

%3 BB- eAgNP PCL/kitosan 1.89 mg 0.323 mg 394.57°C
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TGA dagilimina ait sonuglar incelendiginde nanofiberlerin tek asamalibozunma
grafigine sahip oldugu goriilmiis ve stabil kaldiklar1 sicaklik araliklar1 hakkinda bilgi
edinilmistir. Saf PCL/ Kitosan, %1 BB- eAgNP PCL/ Kitosan, %2 BB- eAgNP
pcl/kitosan, %3 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber numunelerinde sirasiyla %50,22,
%37,68, %82,29 ve %82,93 kiitle kayb1 goriilmiistiir.

Literatiir ¢aligsmalar1 incelendiginde nanofiberlerin 300 °C‘ye kadar termal
kararlilik gosterdigi goriilmistiir tez caligmasi da bunu dogrulamastir.

PCL/ jelatin/ kitosan kullanilarak yapilan bir ¢calismada kompozit yap1 iskelesi 350 °C' de
baslayan ve yaklasik olarak 500 °C de sonlanan, tek asamali bir termal bozunma gésteren
TGA analiziyle sonu¢lanmistir. (Gautam, Chou ve arkadaslar1 2014)

Literatiirle uyumlu bir sekilde tez calismasinda da tek asamali ve bozunma
sicakligina yakm sonuglar bulunmustur. %1 BB- eAgNP PCL/ Kitosan katkili numunede
bozunma sicakligindaki diisiisiin nedeni pcl/kitosan yapisina eklenen BB- e AGNP varligi
oldugu disiiniilmektedir. Burada bitki ekstrakti yapisindaki bilesenler malzemenin termal
direncinde diistikliige neden olmustur. Literatiirde Cinnamon bitki ekstraktinin Kitosan/
Gelatin filmine dahil edildigi ¢calismadaki ekstrakt varligiyla termal kararlilikta diisiis
yasanmasi da bu diislincemizi destekler niteliktedir. (Ahmadi, Hivechi ve arkadaslari
2021) Artan BB-eAgNP katkis1 termal direnci yiikselterek saf PCL/Kitosan nanofiber

yapisina gore daha yiiksek sicaklikta bozunmanin baglamasima yol agmustir.
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Sekil 21 Saf PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilimi
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Sekil 22 %1 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilimi
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Sekil 23 %2 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilimi
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Sekil 24 %3 BB- eAgNP PCL/ Kitosan nanofibere ait TGA dagilim:
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4.4. FTIR Analizi Sonucu

Uretimi gergeklestirilen PCL/ Kitosan, %1 Ballibaba Enkapsiile AgNP, %2
Ballibaba Enkapsiile AGQNP, %3 Ballibaba Enkapsiile AGNP nanofiberlerin FTIR analizi
yapilip numunelere ait fonksiyonel gruplar tespit edilerek nanopartikillerin kimyasal
karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

Literatiire bakildiginda PCL/ Kitosan nanofibere ait FTIR analizinde 3356 cm-
1'deki bantlar NH titresimsel gerilmeye karsilik gelir, 2943 ve 2864 cm-1' de uzanan tipik
CH, absorpsiyon bantlar1 ile birlikte, COC'nin simetrik gerilmesine, 1666 cm-1'deki
bantlar C=0 titresimsel gerilmeye karsilik gelir ve 1569 cm-1' deki bantlar, NH
titresimsel gerilmeye karsilik gelir (Tursucular, Cerkez ve arkadaslar1 2018).

Amit T ve Amit [I'ye karsilik gelen 1680 ve 1544 cm-1'deki iletim zirveleri,
PCL/kitosan karigiminda, PCL yapisinin ana ester gerilmesi ile birlikte 1720 cm-1'de
goriilmiistiir (Sasmazel 2011).

Calismada Uretimi gergeklestirilen nanofiberlere ait FTIR goruntusi Sekil 25°te
verilmistir.
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Sekil 25 Nanofiber yapilarin FTIR spektrumlar1 a) Saf PCL/ Kitosan b) %1 BB-eAgNP PCL/ Kitosan

c) %2 BB-eAgNP PCL/ Kitosan d) %3 BB-eAgNP PCL/ Kitosan
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Literattrle uyumlu bir sekilde FTIR spektrum analizi gergeklestirilmis ve benzer
sonuglar elde edilmistir. Saf PCL/ Kitosan nanofiber yapisina eklenen ballibaba 6ziitlii
eAgNP varlig1 karakteristik bir pik dagilimina neden olmamustir. Polimerler arasinda bir
kovalent bagin olustugunun gdostergesidir (Sasmazel 2011).BB- eAgNP katkili
nanofiberlere ait FTIR goruntust ve saf PCL/ Kitosan nanofiber goruntiisii benzer bir
dagilim gostermistir. Boylece enkapsiile giimiis ve bitki 6ziitli kullanimiyla fonksiyonel
gruplarda herhangi bir bozulma meydana gelmeden polimer ve bitki 6ziit yapisinin

arasinda bir kovalent bag olusumuyla sonu¢lanmastir.

4.5. Su Temas Agis1 Analiz Sonucu

Temas acis1 dl¢iimiiyle iiretilen nanofiber malzemenin yiizey 1slanabilirlik analizi
gerceklestirilmistir. Su temas acisinin 90° {izerinde bir sonu¢ vermesi numunenin
hidrofobik (islatmaz) yapida olduguna, 90° altindaki sonuglar numunenin hidrofilik
(1slatma) bir yap1 sergiledigini gosterir. Ayrica temas agist 140°°den buyikse stper
hidrofobik ve temas a¢is1 0°’ye ¢ok yakinsa siiper hidrofilik yap1 gosterir (Aydar ve
Bagdatlioglu 2014).

Temas agis1 Olcimii Biolin Scientific Attension — Theta Lite cihaz1 ile
nanofiberlerden uygun boyutlarda kesilip tizerine mikropipet yardimiyla 5 pl hacminde
su damlatilarak gergeklestirilmistir. Boylece malzemenin hidrofiliklik konusunda bilgi
saglanmistir. Uretilen nanofiberlere ait su temas ag1s1 degerleri Tablo 13’te temas agisina

ait gorseller de Sekil 26’da verilmistir.

Tablo 13 Nanofiberlere ait su temas agis1 dlgiim sonuglari

Su Temas Acis1 Ol¢iimii

Nanofiber Cesidi Temas Acisi
Saf PCL/Kitosan Nanofiber 26,541
%1 eAgNP PCL/Kitosan Nanofiber 14,959
%2 eAgNP PCL/Kitosan Nanofiber 13,682
%3 eAgNP Pcl/Kitosan Nanofiber 11,767
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c) d

Sekil 26 Nanofiberlere ait su temas agis1 a) Saf PCL/ Kitosan nanofiber b) %1 eAgNP PCL/ Kitosan
nanofiber ¢) %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber

Literatiire bakildiginda doku miihendisligi alaninda kullanilan yap1 iskeleleri i¢in
yiizey hidrofilikliginin ¢ok 6nemli bir parametre oldugu goriilmektedir. Hidrofiliklik
Ozellige sahip bir yap1 iskele iizerine ekimi yapilan hilicrelerin yayilmasi, iskeleye
baglanmas1 ve hiicre ¢ogalmasi konusunda yardimci olabilecegi diistiniilmektedir (Li,
Chang ve arkadaglar1 2016).

PCL ve kitosan karisimi yapi iskeleleri iyi hidrofiliklik ile sonuglanmis ve saf PCL
nanofiber yapisinda bulunan hidrofobik 6zelligi ortadan kaldirilmistir (Sasmazel 2011).

Farkli bir ¢alismada Hokmabad ve arkadaslar1 Elaeagnus angustifolia bitki
ekstrakti izerinde yaptiklar1 analiz sonucu bitki ekstrakti kullanimiyla hidrofilik 6zelligin
arttigin1 bulmuslardir (Hokmabad, Davaran ve arkadaslar1 2019).

Tez ¢aliymasinda tiretimi yapilan nanofiber iskelelerde su temas acisi profili
dolayisiyla malzemenin hidrofilik hidrofobik 6zelligi incelenmistir. Calisma sonucunda
temas acilarina bakildiginda malzemenin hidrofilik 6zellige sahip oldugu goriilmiistiir.
Burada Ballibaba enkapsiilli giimiis nanopartikiil katkili pcl/kitosan nanofiberler
icerigindeki bitki katkilarindan dolayr hidrofilik seviyenin yiksek bulundugu
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diistiniilmektedir. Ayn1 zamanda Malzemenin sagladig1 bu hidrofilik 6zellik sayesinde
iiretimi yapilan nanofiberin kemik iskele iizerine ekimi yapilan hiicrelerin yayilmasi,
iskeleye baglanmasi ve hiicre ¢ogalmasi konusunda yardimci olabilecegi dolayisiyla

kemik iskele olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir.

4.6. In Vitro Biyobozunurluk Analizi Sonucu

Uretimi gergeklestirilen PCL/ Kitosan, %1 Ballibaba Enkapsiile AgNP PCL/
Kitosan, %2 Ballibaba Enkapsiile AGQNP PCL/ Kitosan, %3 Ballibaba Enkapsiile AQNP
PCL/Kitosan nanofiberlerinden alman numunelerin  biyobozunurluk  analizi
gerceklestirilmistir. Boylece numunelerin in vitro ortam kosullarinda bozunma oranlar1
hakkinda bilgi saglanilmistir.

Biyobozunurluk analizi toplamda 10 hafta stirmiistiir. Numuneler hazirlanarak
islem Oncesindeki agirliklar1 6lgiilmiistiir. Daha sonra PBS igerisine 1 hafta boyunca
bekletilmek igin birakilmistir. Her hafta sonunda PBS ¢6zeltisinden ¢ikarilmis ve 1 giin
boyunca 37 °C‘de etiivlenerek kurutulma islemi gereklestirilmis ve her hafta sonunda
agirhiklar1 kaydedilmistir. Buna gore agirlik kayiplari hesaplanmis ve Sekil 27°de
verilmistir.

Sekil 27 incelendiginde agirlik kaybmin en yiiksek Saf PCL/ Kitosan nanofiber
numuneye ait oldugu gorilmektedir. PCL/ Kitosan yapisina eklenen BB-eAgNP
katkistyla bozunurluk yiizdeleri diisiiriilmiis ve malzemenin agirlik kaybi en aza
indirilmistir. Agirhk kaybinin diisiik olmasi BB-eAgNP katkisinin malzemenin daha
yavas bozunma gostermesine neden oldugu goriilmektedir.

PCL polimeri PLA ve PGA’ ya gore yliksek kristal yapida olmasi nedeniyle daha
diistiik bozunma oran1 vermektedir. Bu durum PCL’nin kemik doku miithendisliginde uzun
stireli implant uygulamalar1 alaninda daha uygun bir polimer olmasini saglamistir (Mert,

Girtin ve arkadaslar1 2013).

Yapilan ¢aligmada BB-eAgNP katkisiyla PCL’nin bu bozunma siiresi daha da
uzatilmistir. Boylece uzun siireli kemik doku miihendisligi iskele caligmalarinda

kullanimlarinin uygun olacagi diisiiniilmektedir.
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Sekil 27 Numunelerin zamana bagli agirlik kayiplari

4.7. Antibakteriyel Aktivite Olclim Sonucu

Bu calismayla yesil sentez ile iiretilen ballibaba enkapsiile glimiis nanopartikiiller
E. Coli ve S. Aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel etkisi 6l¢iilmiistiir. inkiibasyon
sonunda tiretimi yapilan nanofiberlerin ballibaba bitki yogunluguna gore disk ve kuyucuk
etrafinda olusturdugu inhibasyon bdlgeleri Sekil 28 ve Sekil 29°da verilmistir.

Disklerin ve kuyucuklarin etraflarinda olusan inhibisyon zonlar1 Image J programi
yardimiyla 6l¢iilmiistiir. Inhibisyon zonu disk difiizyon testinde bir antimikrobiyal
maddenin etrafinda bakteri biiyiimesinin olmadigi alan1 ifade etmektedir .

Escherichia coli bakterisine kars1 %1 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber malzemeye
ait inhibasyon ¢ap1 ortalama 13,8; %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber malzemeye ait
inhibasyon ¢ap1 ortalama 14,4; %3 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber malzemeye ait

inhibasyon ¢ap1 ortalama 15,98 olarak image J yazilimiyla hesaplanmustir.

Staphylococcus Aureus bakterisine kars1 %1 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber
malzemeye ait inhibasyon ¢ap1 ortalama 12,62; %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber
malzemeye ait inhibasyon g¢api ortalama 12,68; %3 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber
malzemeye ait inhibasyon ¢ap1 ortalama 13,48 olarak image J yazilimiyla hesaplanmustir.

BB- eAgNP/ PCL/ Kitosan nanofiberde E.coli bakterisinde belirgin S.aureus
bakterisinde diisikk ¢apli bir inhibasyon bolgesi olusturmustur. Literatiirde yer alan
inhibasyon zon ¢aplarmim biiylikligii ve malzemenin gostermis oldugu antibakteriyel

Ozellik iligkisi dikkate alindiginda iiretimi yapilan malzeme igerigindeki ballibaba
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enkapsiile glimiis nanopartikiil katkisinin artisiyla malzemenin antibakteriyel aktivitesi
arasinda dogrudan bir iligki oldugu goriilmiistiir (Aytar, Oryasin ve arkadaslar1 2019).
Buna gore yapilan tez c¢aligmasinda iiretilen BB- eAgNP katkili nanofiberlerin

antibakteriyel aktivite gosterdigi goriilmiistiir.

Sekil 28 Escherichia Coli 25922 bakterisine karsi nanofiberlerin gostermis oldugu antibakteriyel aktivite.
a) Saf PCL/Kitosan nanofiber b) %1 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber ¢) %2 eAgNP PCL/ Kitosan
nanofiber d) %3 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber
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Sekil 29 Staphylococcus Aureus 29213 bakterisine karst nanofiberlerin gostermis oldugu antibakteriyel
aktivite. a) Saf PCL/Kitosan nanofiber b) %1 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber c) %2 eAgNP PCL/
Kitosan nanofiber d) %3 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber

4.8. Mekanik Analiz Sonucu

Kemik doku miihendisligi alaninda kullanilmak {izere iiretimi gerceklestirilen
nanokompozit nanofiberlerin mekanik analizi ger¢eklestirilmistir. Kemik dokusu viicut
icerisinde fazla yiikke maruz kaldigindan bu bdlge i¢in gergeklestirilecek bir
biyomalzemenin mekanik 6zelliklerinin ¢ok iyi olmas1 gerekmektedir (Y1lmaz 2017).

Calismada polimer kullanilmasinin nedeni molekiil agirliginin artisiyla
malzemenin asinma, ¢cekme ve burkulmalara kars1t mukavemetinin artirilmasidir
(Oztekin 2017).

PCL sahip oldugu mekanik ve kimyasal 6zellikleri (Domingos, Dinucci ve
arkadaglar1 2009) ve ¢ekme mukavemetinin diisiik olmasi sebebiyle gosterdigi elastik
ozelliklerinin sayesinde bu c¢alismada kullanilmis ve kitosan polimerin zayif mekanik
ozellikleri elimine edilmistir (Kehoe, Zhang ve arkadaslar1 2012).

Tim bu faktorlerin degerlendirilmesi i¢in iretimi yapilan PCL/ Kitosan, %1
Ballibaba Enkapsiile AGNP PCL/ Kitosan, %2 Ballibaba Enkapsiile AQNP PCL/ Kitosan,
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%?3 Ballibaba Enkapsule AgNP PCL/Kitosan nanofiberlerinden alinan numunelere ait

mekanik analiz sonug Sekil 30 ve Tablo 14’te verilmistir.

20

18

16

14

12

Gerilme(N/mm2)

40 50

60 70
Ylzde Uzama(%)

90 100

Sekil 30 Nanofiberlerin gerinim- gerilim egrisi a) Saf PCL/Kitosan nanofiber b) %1 eAgNP PCL/
Kitosan nanofiber c) %2 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber d) %3 eAgNP PCL/ Kitosan nanofiber

Tablo 14 Nanofiber malzemelerin mekanik analiz sonuglari

Strain

Nanofiber ismi Maksimum Maksimum Maksimum (Maksimum
Kuvvet (N) Gerilme (N/mm?) | Uzama (mm) Yuzde Uzama)
(%)

PCL/ Kitosan 1.67506 3.16049 5.57033 18.5678
%1 BB-eAgNP
PCL/ Kitosan 1.56854 7.46925 12.9459 43.1529
%2 BB-eAgNP
PCL/ Kitosan 4.56190 10.7339 7.05080 23.5027
%3  BB-eAgNP
PCL/ Kitosan 4.85073 11.6046 10.6244 35.4148

Yapilan analiz sonucuna gore saf PCL/Kitosan nanofiber ve BB-eAgNP katkili

PCL/Kitosan nanofiberler kiyaslandiginda maksimum gerilme agisindan %1 BB-eAgNP
%136, %2 BB-eAgNP %240, %3 BB-eAgNP %267 lik bir artig gdstermistir. Maksimum
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yiizde uzamasi a¢isindan %1 BB-eAgNP %32, %2 BB-eAgNP %26, %3 BB-eAgNP %90
‘lik bir artig gostermistir.

Yapilan analiz sonu¢ tablosu ve grafigi incelendiginde BB-eAgNP
katkilanmasiin saf PCL/Kitosan nanofiber malzemeye oranla dayandigi maksimum
kuvvet ve maksimum gerilim (¢ekme dayanimi, gerilimi) iizerinde artirict bir etkisi
olmustur. Kemik doku iskeleleri viicuda implante edildikten sonra yike maruz
kalacagindan mekanik dayanim Onemli bir faktor olup (Arslan 2015), BB-eAgNP
katkisindan dolayr maksimum gerilim degerindeki bu artis mekanik o6zelliklerinin
(gerilme mukavemetinin) 1iyilestiginin gostergesidir ve kemik doku iskele olarak

kullanilabilirligi agcisindan uygun olabilmektedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuglar

Kemik doku miihendisligi alaninda son yillarda birgok c¢alisma
gerceklestirilmistir. Cesitli hastalik, kaza vb. sonucu tahribat géren kemik dokunun
rejenarasyonu i¢in ¢esitli yontemler denenmistir organ naklinin yeterli olmadigi ve doku
uyumlarmin %100 ger¢eklesmedigi goz oniine alindiginda daha ¢ok kemigin yeniden
tretim yontemlerine odaklanilmistir bu nedenle yapay kemik iskele (izerine 6nemli
calismalar gerceklestirilmistir.

Tez calismasinda da bu alana yOnelim saglanarak kemik doku miihendisligi
alaninda kemik iskele olarak kullanim igin BB-eAgNP katkili PCL/ Kitosan
nanofiberlerin elektro-egirme yontemiyle iiretimi gergeklestirilmistir.

Glimiis nanopartikiiller saf halde ortamda agregasyona neden oldugundan giimiis
iyonlarmnm yigilmasiyla ortamda toksiteye neden olmaktadir. Calisma ile bu engellenerek
bitki ekstrakti ile kaplanmis haldeki glimiis nanopartikiil iiretimi gergeklestirilmistir.
Elektro-egirme yontemiyle nanofiber tiretimi yapilirken dogal polimer olarak kitosan,
sentetik polimer olarak PCL kullanilmistir. Kitosan ve PCL soliisyonlarmin
hazirlanmasinda ¢6ziicii olarak formik asit ve aseton (7:3) oraninda kullanilmistir.

Hazirlanan PCL/ Kitosan ¢ozeltisine BB- eAgNP’ler %1, %2 ve %3 oranlarinda
eklenerek BB-eAgNP/ PCL/ Kitosan nanofiber iiretimi saglanmistir. BB- eAgNP elde
edilirken son donemde yaygin olan ¢evre dostu ve toksik 6zellik barindirmayan green
sentez yontemi tercih edilmistir.

Uretimi yapilan nanofiberlerin karakterizasyon testleri, mekanik analizleri,
biyobozunurluk ve antibakteriyel 6zellikleri alaninda analizler gergeklestirilmistir.

Gergeklestirilen FE-SEM analiziyle numunenin morfolojik yapis1 ve ortalama
nanofiber ¢ap1 incelenmistir boncuksuz diizgiin formda nanofiberler elde edilmistir. BB-
eAgNP katkisi olan nanofiberlerdeki ortalama ¢ap saf PCL/ Kitosan nanofibere kiyasla
daha diisiik ¢ap vermistir burada BB- e AgNP 6ziitliniin iletkenligi arttirarak nanofiberin
lif ¢apin1 diisiirdiigli literatlir caligmalariyla da desteklenmistir. Ayrica yan kesit
goriintiileri incelendiginde tiretimi yapilan doku iskelelerinin hiicreler arasi iletisime ve

hiicre gdc¢iine izin verebilecek ags1 yapida oldugu goriilmektedir.
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XRD analiziyle numunenin kristal yapisi ve element dagilimi hakkinda bilgi
edinilmistir. Analiz sonucuna gore nanofiberler incelendiginde saf PCL/kitosan
nanofibere oranla ballibaba enkapsiile glimiis katkili nanofiberlerde tepe yogunlugu ve
siddet artimiyla sonug¢lanmustir. Bu durum giimiis nanopartikiillerin PCL/ Kitosan tabaka
yiizeyinde ve icerisinde oldugunun gostergesidir. Literatiire gore kristal yapili malzemede
goriilen siddetli pikler BB- eAgNP nanofiberlerde de goriilmiistiir bu sonu¢ bize
malzemenin daha kristal bir sekil aldigini gosterir.

TGA analizi ile malzemin termal dagilis altindaki gosterdigi tepki incelenmistir.
Literatiirle uyumlu bir sekilde tez ¢alismasinda da tek asamali ve bozunma sicakligina
yakin sonuglar bulunmustur. Bozunma sicakligindaki diistisiin nedeni PCL/ Kitosan
yapisma eklenen BB- eAgNP varligi oldugu diisiiniilmektedir. Burada bitki ekstrakti
yapisindaki bilesenler malzemenin termal direncinde diisiikliige neden olmustur

FTIR spektrum analiziyle iiretimi yapilan nanofiber yapismin Kkimyasal
karakterizasyonuna bakilarak nanofiberlere ait fonksiyonel gruplar incelenmistir. BB-
eAgNP Kkatkisiyla hazirlanan nanofiberlere ait FTIR goriintiisi saf PCL/ Kitosan
nanofibere ait FTIR goriintiisiiyle benzer bir dagilim vermistir. Ballibaba 6ziitlii giimiis
katkis1 karakteristik bir pik dagilimina sebep olmamis malzemenin fonksiyonel yapisinda
bir bozulma meydana gelmemis ve kovalent bir sekilde baglanma gerceklesmistir.
Bdylece sollsyon icerisindeki ballibaba bitki 6ziitlii enkapsiile glimiis nanopartikiiliin
nanofiber yapisina basarili bir sekilde dahil edildigi goriilmiistiir.

Su temas aci1s1 analiziyle nanofiberlerin hidrofilik 6zelliklerine bakilmistir. Analiz
sonucuna gore hidrofilik nanofiberlerin elde edildigi goriilmiistiir burada bitki
ekstarktlarindan kaynaklanan bir hidrofiliklik diisiiniilmektedir. Ayni1 zamanda
malzemenin sagladig1 bu hidrofilik 6zellik sayesinde iiretimi yapilan nanofiberin kemik
iskele tiizerine ekimi yapilan hiicrelerin yayilmasi, iskeleye baglanmasi ve hiicre
cogalmast konusunda yardimci olabilecegi dolayisiyla kemik iskele olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir.

Antibakteriyel analizle Uretilen nanofiberlerin E.Coli ve S.Aureus bakterilerine
kars1 antibakteriyel etki gosterip gostermedigi incelenmis olup olusan inhibasyon
caplarina gore nanofiberin E.coli bakterisinde daha ¢ok olmak Uzere antibakteriyel etki

gosterdigi gorilmiistiir.



66

Mekanik analiz sonucuna gore saf PCL/Kitosan nanofiber ve BB-eAgNP katkili
PCL/Kitosan nanofiberler kiyaslandiginda maksimum gerilme agisindan %1 BB-eAgNP
%136, %2 BB-eAgNP %240, %3 BB-eAgNP %267 lik bir artig gdstermistir. Maksimum
yiizde uzamasi acisindan %1 BB-eAgNP %32, %2 BB-eAgNP %26, %3 BB-eAgNP %90
‘lik bir artis gostermistir. BB-eAgNP katkisindan dolay1 maksimum gerilim degerindeki
bu artis mekanik 6zelliklerinin (gerilme mukavemetinin) iyilestiginin gostergesidir.

Biyobozunurluk analizine gore PCL/ Kitosan yapisina eklenen BB-eAgNP
katkistyla bozunurluk yiizdeleri diisiiriilmiis ve malzemenin agirlik kaybi en aza
indirilmistir. Agirlik kaybinin diisiik olmas1 BB-eAgNP katkismnin malzemenin daha
yavas bozunma gostermesine neden oldugu goriilmektedir. BOylece uzun sureli kemik

doku miihendisligi iskele calismalarinda kullanimlarinin uygun olacagi diistiniilmektedir.

5.2. Oneriler

Tez ¢alismasi swrasinda edinilen bilgiler dogrultusunda ilerleyen caligmalarda
gergeklestirilmesi gereken Oneriler asagida sunulmustur.

Farkli oranlarda ballibaba katkilar1 incelenereck antibakteriyel aktivite,
biyobozunurluk, hidrofiliklik vb agisindan kemik iskele formunda kullanilabilecek en
optimum veriler elde edilebilir.

Soliisyon hazirlanirken hidroksiapatit katkis1 da eklenerek olusan nanofiberin
karakterizasyon analizi gerceklestirilebilir, ayrica Ca/P orani incelenerek dogal kemik
yapisindaki orana kiyasla nekadar basar1 sagladigi belirlenebilir.

Uretilen prototip nanofiber yapisinin hiicre olusum ve cogalmasma kars
sitotoksik bir etki verip vermeyecegi sitotoksite testleri ile incelenebilir.

Kemik doku rejenerasyonunu uyarabilecek potansiyelde ilaclarin iiretilen
nanofiber yapisia dahil edilerek ilag salinimiyla olusacak katkilar tespit edilebilir.

Elektro-egirme yOntemiyle iretilen prototip nanofiberin kemik doku
mithendisliginde kullanimi agisindan kemik benzeri kalsiyum fosfat yapilarinin
biyomineralizasyonu ile nanofiber yapisindaki blyumesi ve biyomineralizasyon
karakteristigi incelenebilir.

Kapsamli bir sekilde in vitro testler tamamlanarak in vivo olarak malzemenin

islevselliginin tespit edilmesi i¢in hayvan deneyleri gerceklestirilebilir.
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