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Sinir dokuda meydana gelebilecek hasar kademeli olarak birgok biyolojik ve fonksiyonel
bozukluga yol agabilmektedir. Sinir dokunun kendini yenileyebilme kapasitesi yetiskinlerde genellikle
sinirlidir. Bu tez kapsaminda yapilan ¢alismada sinir doku onariminda kullanilacak biyouyumlu, biyolojik
olarak parcalanabilir, mekanik, kimyasal ve biyolojik 6zellikleri a¢isindan dogal sinir dokusuyla yakindan
eslesebilen, noral hiicrelerin biiylimesi i¢in gerekli topografik, elektriksel 6zelliklere sahip, néronlarin
yapigsmasina, ¢ogalmasina ve nihayetinde sinir olusturmasina izin verebilecek ideal bir sentetik doku
iskelesinin gelistirilmesi hedeflenmektedir. Bu baglamda, nano 6lgekli lifli yapi iskeleleri, hiicrelerin bu
dongiiyi saglayabilmesi i¢in en uygun ortami saglayabilir. Nanofiberlerin iskele uygulamalarinda yaygin
olarak tercih edilme sebebi temel olarak nano boyutlar ile ince lifli yapilar1 olusturabilmesi; yiiksek
gozeneklilikleri ile cesitli biyomolekiillerin eklenebilmesi i¢in viicut dokusu ortamlarmin yapisal
ozellikleriyle yakindan eslesmesidir. Bu ¢aligmada, PCL ve PLA polimerleri kullanilarak elektro-egirme
teknigi ile liretilen nanofiberlerin bu sinir doku iskelesi 6zelliklerini karsilayacagi diisiiniilmiistiir. PLA ve
PCL, FDA tarafindan sinir kilavuz kanali olarak kullanim onayli polimerlerdir. PLA kirilgan ve yiliksek
bir bozunma oranina sahipken, PCL yiiksek esneklige ve yavas biyolojik bozunma oranina sahiptir. Bu
malzemelerin avantajlarim birlestirerek dengeli ve ayarlanabilir 6zellikli tek bir sistem liretmenin iskele
Ozelliklerini iyilestirecegi beklenmektedir. Elekto-egirme ile iiretilen PCL/PLA nanokompozit iskeleye
glimiis nanopartikiillerin ilave edilmesi ile giimiisiin antibakteriyel ve antimikrobiyal 6zellikleri, giimiistin
kekik ekstrakti kullanilarak yesil sentezi ile de kekigin antiseptik, karminatif, antimikrobiyal ve
antioksidatif 6zellikleri kazandirilmustir. Uretimi gerceklestirilen nanofiberlerin morfolojik, termal,
kimyasal, mekanik, biyobozunurluk o6zellikleri ve antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Yapilan
arastirma ve deneysel ¢alisma sonuglarina gére ortalama 280 nm fiber ¢apima sahip, morfolojik olarak
homojen, hidrofobik 6zelligi yiiksek, E.coli ve S.aureus bakterilerine kars: direngli, gerilme mukavemeti
PCL /PLA nanofibere oranla yiiksek, biyobozunur 6zellikte nanofiber iskeleler elde edilmistir. Elektro-
egirme yontemiyle Thymus Vulgaris L. ekstrakti kullanarak enkapsiile olmus giimiis nanopartikiil katkilt
PCL/PLA nanofiberlerin doku mithendisligi uygulamalarinda kullanim potansiyeli oldugu 6nerilebilir.

Anahtar Kelimeler: Elektro-egirme, Nanokompozit fiber, Sinir doku rejenerasyonu,
Thymus Vulgaris L., Yesil sentez
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Damage to the nervous tissue can gradually lead to many functional and biological disorders.
The capacity of nerve tissue to regenerate itself is usually limited in adults. In the scope of this thesis, It is
aimed to develop a synthetic tissue scaffold, that allows neurons to adhere, proliferate and ultimately
form nerves, which is biocompatible, biodegradable, has ability of closely matching to natural nerve
tissue in terms of its mechanical, chemical, biological and topographical properties. In this context,
fibrous scaffolds in nanoscale can provide the most suitable environment for cells to carry out this
proliferation cycle. The reason why nanofibers are widely preferred in tissue scaffolding applications is
that they can form fine fibrous structures with their nano size, and their property of high porosity closely
matches the structural properties of body tissue environments for the addition of various biomolecules. In
this study, it was thought that nanofibers produced by electrospinning technique using PCL and PLA
polymers would meet these neural scaffold properties. PLA and PCL are FDA-approved polymers for use
as nerve guide channels. PLA is brittle and has a high degradation rate, while PCL has high flexibility and
slow biodegradation. It is expected that producing a single system with balanced and adjustable features
by combining the advantages of these materials will improve the scaffold properties. The antibacterial and
antimicrobial properties of silver and the antiseptic, carminative, antimicrobial and anti-oxidative
properties of thyme have been imparted to the PCL/PLA nanocomposite scaffold with the addition of
green synthesized silver nanoparticles using thyme extract. The morphological, thermal, chemical,
mechanical, biodegradation properties and antibacterial activities of the produced nanofibers were
examined. According to the results of the researches and experimental studies, biodegradable nanofiber
scaffold with an average fiber diameter of 280 nm that is morphologically homogeneous, highly
hydrophobic, higher tensile strength than PCL /PLA nanofiber and resistant to E.coli and S. aureus
bacteria were obtained. It can be suggested that the use of encapsulated silver nanoparticle using Thymus
Vulgaris L. extract doped PCL/PLA nanofibers produced by electrospinning method has the potential in
tissue engineering applications.

Keywords: Electrospinning, Green synthesis, Nanocomposite fiber, Nerve tissue
regeneration, Thymus Vulgaris L.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

°C celcius

ul mikrolitre

um mikrometre

Ag giimiis

cm santimetre

g gram

kv kilovolt

M molar

m/s metre/saniye

McF McFarland

Mg Miligram

ml mililitre

mm milimetre

MPa megapaskal

nm nanometre

pH power of hydrogen (hidrojen giicii)
rpm revolutions per minute (dakikadaki devir sayisi)
Kisaltmalar

3D Uc Boyutlu

AgNO3  Glimiis Nitrat

AgNP  Gilimiis nanopartikiil

CHL Kloroform

DMF N-N Dimetilformamid

E. Coli  Escherichia Coli

eAgNP  Enkapsiile giimiis nanopartikiil

ECM Hiicre dis1 matris

FDA Amerikan Gida ve ilag Kurumu

FTIR Fourier Doniigiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
MSS Merkezi Sinir Sistemi
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PCL
PGA
PEO
PLA
PLGA
PSS

S. Aureus
SEM
SFI
SKK
TE
TEM
TGA
UV-VIS
viv

wiv
XRD

Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi
Polikaprolakton

Poli (glikolik asit)
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Taramal1 elektron mikroskopu
Siyatik fonksiyonel indeks
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Termogravimetrik analiz
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1. GIRIS

Insan sinir sistemi, merkezi sinir sistemi (MSS) ve periferik sinir sistemi (PSS) olmak
tizere iki bilesene ayrilir. MSS, beyin ve omurilik tarafindan olusturulurken PSS,
sinirlerden ve MSS'yi organlara ve uzuvlara baglayan sinir diigiimlerinden (ganglia)
meydana gelir (Afshari 2016). Insan yetiskin sinir sisteminin yenilenme kapasitesi
genellikle simirhidir (Cao, Liu et al. 2009). MSS’deki sinir hiicreleri kendilerini
onaramaz; bunun yerine, hasar gérmemis sinir hiicresi bolgeleri plastisite olarak bilinen
bir siire¢ olan hasarli kisimlarin islevini dstlenir (Panesar 2012). MSS yaralanmasi
yasayan hastalar genellikle cesitli fel¢ gesitleri, islev kaybi, yasam boyu sakatlik ve
hatta oliimle karsilagirlar. Noral dokunun karmasik dogasi, kendini yenilemeyi son
derece smirli hale getirir, bu nedenle bu yaralanmalar kendi kendilerine iyilesemez ve
klinik miidahale gerektirirler. Su anda MSS yaralanmasi sonrasi tam fonksiyonel
iyilesmeye izin verebilen bir tedavi mevcut degildir.

PSS sinirleri ise sinir hasarinin dereceleri dogrultusunda kendilerini yenilemeye ve
yeniden canlandirmaya ¢alisir. PSS yaralanmalari hasar seviyelerine gore
demiyelinasyona, aksonal dejenerasyona veya aksonlarin baglantisinin kesilmesine
neden olabilir. Sinirin kesilmesi veya ezilmesi sonucu sinir fonksiyonu kayboldugunda,
sinirin yaralanma bdlgesine uzak kismi (distal) dogal yapisini kaybeder ve islevini
yitirir. Sinirin hasar bolgesine yakin kismi (proksimal) ise tekrardan sinir olusturabilir
ve sinir fonksiyonunu yeniden kurabilir. Bir ezilme genellikle aksonun yeniden
biiyiiyebilecegi siirekli ve tiip seklinde bir yap1 birakirken, bir kesik sonrasi yenilenen
aksonun biiylime konisinin iginden gegmesini engelleyen bir bosluk olusur (Heath and
Rutkowski 1998). PSS yaralanmalari hafif hasardan baslayip yasam boyu sakatliklara
neden olabilen ciddi hasarlar da dahil olmak iizere siniflandirilir. 5 derece yaralanma
tipi vardir ve tam sinir transeksiyonu en siddetli hasar diizeyidir. Daha hafif vakalarda
periferik sinirin remiyelinizasyonu, aksonal rejenerasyonu ve fonksiyonel iyilesmesi
goriilebilir (Nukavarapu, Freeman et al. 2015). PSS’de meydana gelen sinir
transeksiyonu yaralanmalarindan sinir boslugunun kiigiik oldugu durumlarda ugtan uca
cerrahi dikis yontemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Geleneksel tedavi
yontemlerinden ugtan uca dikislerle dogrudan onarilamayan periferik sinir hasar1 6nemli
bir klinik problem olmaya devam etmektedir. Biiyiik bosluklu sinir hasarlarini tedavi
etmek i¢in gliniimiizde “altin standart” olarak kabul edilen, distal ve proksimal sinir
uclarina yerlestirilerek aksonal biiylimeyi tesvik etmek amaciyla uygulanan otogreft

transferlerinin kullanimi ise donor bolgesi morbiditesi, dondr sinir yetersizligi, dondr



bolgelerindeki potansiyel islev kaybi, ¢oklu ameliyatlarin gerekliligi ve yetersiz
fonksiyonel iyilesme sebeplerinden dolay1 kisithidir (Wang, Zhang et al. 2011). Greftler
distal sinir ucuna ulastiklarinda, biiyiime konileri endondral kanallara veya bazal lamina
ile ¢evrili Schwann hiicrelerinin siitunlar1 olan Bungner bantlarina girer. Schwann
hiicreleri ve bazal lamina ile temas halinde olan greft, biiylime konisi hedefine dogru
ilerler (Kubek, Ghalib et al. 2011). Bu asamada, rejenerasyon isleminin etkinligi,
aksonlarin uygun endonoéral tiiplere girip girmedigine ve dogru hedefle yeniden
baglanip baglanmamasina baghdir (Heath and Rutkowski 1998). Otolog sinir
greftlerinin yerine allogreftler ve ksenograftlar da kullanilabilir. Bununla birlikte, bu
tedavilerin uygulanmasi sirasinda nakil doku uyusmazligi, immiinolojik reddetme ve
hastalik transferi ihtimalinin bulunmasindan dolay1 yeni tedavi yollar1 arastirilmaya
baglanmistir.

Sinir sisteminin karmasikligi farkli durumlarda cesitli stratejiler gerektirdiginden
(Subramanian, Krishnan et al. 2012), doku miihendisligi yap1 iskelelerinin
implantasyonu, siddetli sinir hasarinin tedavisi ve ndral onarimi kolaylastirmak icin
alternatif bir yontem olabilir. Sinir kilavuz kanallar1 (SKK) bitisik uglar arasinda bir
koprii gorevi goriir ve sinir rejenerasyonu sirasinda yon rehberligi ve biyolojik destek
saglar (Li, Pan et al. 2015). Yapay greftlerin fiziksel, kimyasal ve mekanik 6zellikleri
uygulamalarin gerektirdigi ihtiyaclara gore uyarlanabilir. Malzeme olarak, siklikla
meydana gelen bagisiklik tepkilerinin olusumunu azaltmak icin biyolojik olarak
bozunabilir ve biyouyumlu malzemeler tercih edilir. Iskele morfolojisi, mimarisi ve
bilesenleri kontrol edilerek, doku yenilenmesini desteklemek i¢in uygun topografya ve
biyokimyasal 6zelliklere sahip yapay sinir kanallar1 gelistirilebilir.

Elektro-egirme, doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak {izere iskeleler
olusturmak icin giderek daha fazla arastirilmaktadir. Sinir doku miihendisliginde, hem
MSS hem de PSS'deki aksonlarin uzunlamasina dagilimi, yenilenen aksonlar1 dogal
biiylime eksenleri boyunca yonlendirebilen iskele tasarlamay1 gerektirir. Elektro-egirme
ile tiretilen nanofiber iskeleler, son birka¢ yildir doku miihendisligi alaninda uygulama
alaninin ¢ok genis olmasi, tiretimin tek agamali, kisa zamanl ve diisiik maliyetli olmasi
sebepleriyle artan bir popiilerlik kazanmistir (Lannutti, Reneker et al. 2007).

Sinir doku onarimi konusundaki son gelismeler, doku miihendisligi prensiplerinin
uygulanmasiyla ndral tedaviye yeni bir bakis acist kazandirmistir. Sinir doku
miithendisliginin prensibi temel olarak dogal hiicre dis1t matrise (ECM) benzer ve 3D

hiicre kiiltiirlerini destekleyebilen sentetik bir iskelenin gelistirilmesi yoluyla hiicresel



fonksiyonlarin ve doku gelisiminin diizenlenmesine dayanir (Subramanian, Krishnan et
al. 2009). Doku iskeleleri, 3D doku yenilenmesini desteklemek igin hiicrelere
canliliklarini1 koruyabilecekleri ortam saglayarak gecici veya kalici yapay ECM gorevi
goriir. Ideal bir doku iskelesi dogal ECM yapisin1 ve biyolojik fonksiyonlarini taklit
edebilmeli, hiicreleri ve dokuyu bir arada tutabilmelidir (Huang, Zhang et al. 2003). Bu
sayede doku iskeleleri ile hiicrelerin tutunup biiyiiyebilecegi, cogalabilecegi diflizyonu
vb. yasamsal fonksiyonlar1 yerine getirebilecegi bir ortam olusturulmus olur. Bu
baglamda, nano 6lgekli lifli yap1 iskeleleri, hiicrelerin bu dongiiyii saglayabilmesi i¢in
en uygun ortami saglayabilir. Nanofiber matlarin iskele uygulamalarinda yaygin olarak
tercih edilme sebebi temel olarak nano boyutlari ile ince lifli yapilar1 olusturabilmesi,
yiksek gozeneklilikleri, 0Ozellikle ¢esitli polimerlerin, inorganik maddelerin,
biyomolekiiller ve fonksiyonel hiicrelerin vb. ilave edilebilmesi bakimindan viicut
dokusu ortamlarinin yapisal oOzellikleriyle yakindan eslesmesidir (Andrady 2008).
ECM'nin yakin bir taklidinin yapigma, yer degistirme, proliferasyondan farklilasmaya
kadar degisen hiicresel fonksiyonlar i¢in daha elverisli bir ortam saglayacagi
varsayllmaktadir (Liang, Hsiao et al. 2007).

Literatiirde sinir doku onarmmu igin ¢esitli PCL (Poly-e-caprolactone) ve PLA
(Poli-laktik asit) polimer nanofiberlerin sinir kilavuz kanali olarak kullaniminin
uygunlugunu arastiran birgok c¢alisma vardir. Hem PLA hem de PCL, Gida ve llag
Dairesi (FDA) tarafindan onayli biyomalzemelerdir ve her ikisi de biyomedikal
uygulamalar i¢in ayr1 ayri kullanilmigtir (Chen, Yu et al. 2018). Polimerlerin farkli
dezavantajlar1 nedeniyle, kopolimerler veya harmanlanmis kompozit malzemeler sinir
dokusu miihendisliginde daha ¢ok kullanilmaktadir.

Bir sinir kanalinin biyomekanik 6zellikleri ve c¢evreleyen dokularla etkilesimi,
bir SKK tasarlarken dikkate alinmasi gereken 6nemli faktorlerdir. Sinir kanallar: cerrahi
kullanim sirasinda dikise dayanabilecek mukavemette ve sinir yenilenmesi siiresince
yapilarin1 korumak i¢in yeterli mekanik ozelliklere sahip olmalidir. Cok esnek olan
kanallar sinir rejenerasyonu sirasinda yapisal boslugu koruyamayabileceginden veya
tersine ¢ok sert olan kanallarm cevre dokulara zarar verebileceginden optimum
esnekligi saglamak onemlidir (Deumens, Bozkurt et al. 2010, Murphy, Black et al.
2016). Bu ideal mekanik kosullara sahip iskele tasarlamayi amaglayan bir ¢alisma
PCL/PLA polimerlerinin beraber kullaniminin uygun oldugunu gdstermistir.
PCL/PLA'nin bilesiminin tek basina PCL veya PLA polimerleriyle karsilastirilinca,

optimum mekanik mukavemeti, hiicre baglanmasi i¢in gerekli dengeli bir



hidrofobikligi/hidrofilikligi, uygun esnekligi saglayacagi vurgulanmistir (Mobasseri,
Terenghi et al. 2013). PLA ve PCL, kirilganlik, bozunma hizi ve termal o6zellikler
acisindan zit 6zelliklere sahiptir. Cams1 PLA kirilgan ve yiiksek bir bozunma oranina
sahipken, lastiksi PCL yiiksek esneklige ve yavas bir biyolojik bozunma oranina
sahiptir (Wu, Lin et al. 2011). Higbir bireysel malzeme tiim 6n kosullar1 karsilayamaz;
bu nedenle, PLA ve PCL'yi harmanlayarak, bu iki polimerin avantajlarini birlestirmenin
cesitli uygulamalarin gereksinimlerini karsilamak ve tek bir sistemde dengeli ve
ayarlanabilir Ozellikler iretmek igin verimli bir strateji olabilecegi varsayilmistir
(Zhang, Zhai et al. 2018). Bir galismada ise PCL/PLA nanofiberlerin biyouyumluluk
deneyleri NIH 3T3 hiicreleri ile yapilmistir ve harmanlanmis nanofiber iizerinde
biiyliyen hiicrelerin, ig benzeri morfolojiler sergileyerek biyouyumlulugu gelistirdigi
bulunmustur. Baska bir ¢alismada (Sun, Kingham et al. 2010) PCL ve PCL/PLA
filmleri, motor noron benzeri NG108-15 hiicreleri ve birincil Schwann hiicreleri ile
biyouyumluluklar1 agisindan test edilmistir. PCL/PLA’nin PCL’ye gore artan hiicre
baglanmasi, kompozit malzemenin kimyasal bilesimi sonucu PCL/PLA filmlerinin
kiigik gozenek boyutun Ve yiizeyin daha disik gozeneklilik gostermesiyle
aciklanmustir.

Literatiirde bir¢ok c¢aligmada da goriildiigii gibi nanofiber matlara biyoaktif
molekiil dahil edilmesi sinir hasar1 bolgesinde ndrojenezi iyilestirebilen onemli bir
faktordiir. Bununla birlikte, biiylime faktorleri ve sitokinler gibi ¢ogu biyoaktif molekiil
pahalidir ve klinik etkinlik agisindan kararsizdir ve bazen yan etkileri vardir (Wang,
Tian et al. 2018). Bitki o6zleri, ¢ok hedefli ve daha az yan etkiye sahip alternatif bir
secenek sunar. Sinir onariminda kullanilan bitki 6zleri ise aksonal rejenerasyon ve
fonksiyonel iyilesmede etkili olabilmektedir. Kekik, timol ve karvakrol agisindan
zengin aromatik bir bitkidir. Kekik yapraklarinin sulu 6ziitii, ana bilesenleri Timol olan
polifenolik bilesiklerden olusur (El-Etre and Science 2007). Bu ana fenolik bilesikler,
cok cesitli gram-pozitif veya gram-negatif bakterilerine kars1 antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu gibi, ayn1 zamanda Kekige yiiksek antioksidan kapasitesi saglamaktadirlar
(Koushki, Bahrami et al. 2016). Kekik bitkisinin ¢esitli ¢alismalarda antimikrobiyal
(Marino, Bersani et al. 1999, Rota, Herrera et al. 2008), antioksidan ve antikanser
Ozelliklerinin oldugu bulunmustur (Nikoli¢, Glamoclija et al. 2014).

Glimiis nanopartikiiller antifungal, antienflamatuar, antiviral, antianjiyogenez ve
antitrombosit aktiviteye sahiptir (Wiley, Im et al. 2006). Yapay doku iiretiminde 6nemli

bir sorun olan bakteriyel enfeksiyon gilimiis nanopartikiillerin kullanimi ile



onlenebilmektedir (Guzman, Dille et al. 2009). Gimiisiin kimyasal etkilerinin
azaltilmast amaciyla bitki ekstrakti kullanilarak yesil sentez metoduyla enkapsiile
edilmesinin toksik etkileri azaltacagi distiniilmektedir. Nanopartikiillerin yesil sentezi,
hafif reaksiyon kosullar1 saglamasi ve toksik olmayan ajanlar kullanmasi ile diger
yontemlere ek olarak iretilen ati§i en aza indirmeyi ve siirdiiriilebilir siirecleri
uygulamayr amaclamaktadir. Kekik bitki 6ziitii ile AuNP sentezi gerceklestiren bir
caligmanin sonuclarina gore kekik ile enkapsiile olmus nanopartikiillerin 6nemli 6lcilide
antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur (Hamelian, Varmira et al. 2018).
Yaralanma bolgesinde serbest radikalleri temizleyen antioksidan o6zelligi, yara
olusumunu en aza indirgeyip doku yenilenmesine yardimci olabilir (Nune,
Manchineella et al. 2019).

Yapilan bu tez c¢alismasinda sinir onartmi i¢in kullanilmak iizere ideal
biyomalzemenin sahip olmasi gereken mekanik, fiziksel, kimyasal 06zellikler ve
alternatifler diigiiniildiigiinde, elektro-egrilmis PCL/PLA nanokompozit fiber matlarin
doku iskelesinin yeterli mekanik ve fiziksel 6zelliklerini, biyoaktif molekiil baglanmasi
icin uygun yiizey Ozelliklerini, hidrofobiklik/hidrofiliklik dengesini, uygun bozunma
oranini saglayacagl diisiiniilmiistiir. Ayrica biyoaktif molekiillerin néron gelisimini
destekleyecegi diisiiniildiigiinde dokuya antibakteriyel 6zellik kazandirilmasi ve toksik
etkinin en aza indirilmesi i¢in yesil sentez metodu ile giimiis nanopartikiil eklenmesi
yaklasiminin iyilesmeyi artiracagi Ongoriilmiistiir. Yesil sentez metodunda aksonal
rejenerasyon ve fonksiyonel iyilesmeyi tesvik edecegi diisliniilen antioksidan ve
antibakteriyel 6zellikleri yiiksek olan kekik bitkisinin kullanilmasinin sinir onarimini
gelistirecegi diisiiniilmiistlir. Sonug olarak elektro-egirme yontemiyle Thymus Vulgaris
L. ekstrakti kullanarak Ag nanopartikiil katkili PCL/PLA nanokompozit fiber iiretiminin

sinir doku rejenerasyonunu artiracagi ongoriilmektedir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Insan Sinir Sisteminin Anatomi ve Fizyolojisi

Insan sinir sistemi temel olarak viicudun farkli béliimleri arasinda sinyal iletimini
saglayan sinir hiicreleri ve 6zellesmis sinir hiicrelerinden olusan karmasik bir sistemdir.
Sinir sistemi beyin, omurilik, duyu organlart ve bu organlar1 viicudun geri kalanina
baglayan tiim sinirlerden olusur. Tiim bu organlar viicudun kontroliinden ve viicudun
kisimlar1 arasindaki iletisimden sorumludur. Sinir sistemi Sekil 2.1°de gosterildigi gibi
MSS ve PSS olarak ikiye ayrilir. Beyin ve omurilik, bilginin degerlendirildigi ve
kararlarin alindigit MSS’yi olusturur. PSS’de bulunan duyu sinirleri ve duyu organlari
viicudun icindeki ve disindaki faaliyetleri izleyerek bu bilgileri MSS'ye gonderir.
PSS'deki etkin sinirler, viicut sistemlerinin islevlerini diizenlemek icin MSS’den

kaslara, bezlere ve organlara sinyaller tasir (Hasirci and Hasirci 2018).
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Sekil 2.1. Sinir sisteminin siniflandirilmasi

Sinir hiicreleri, sinir sisteminin ana sinyal birimleridir. Sinir sistemi, sinyal alinmasi ve
gonderilmesi i¢in 6zellesmis olan noéronlar denilen sinir hiicrelerinden olusur. Noron,
dis ortamdan alinan bilgilerin hiicrenin bir kismindan baska bir hiicreye aktarilmasindan
sorumludur. Her bir sinir hiicresinin hiicre govdesi, akson, dendrit, miyelin kilifi,
cekirdek ve akson uglar1 olmak iizere alt1 farkli elemani vardir. Tipik bir sinir hiicresinin
yapisi Sekil 2.2 A'da verilmistir. Noronlar sinyalleri lireterek bu sinyalleri sinir hiicreleri
arasinda aktarmaktan sorumludur. Bu veriler, ndronlar arasinda dendrit aracilig: ile

aktarilir. Dendrit, diger hiicrelerden hiicre gdvdesine bilgi veya uyari ileten dal



seklindeki yapidir. Dendrit, bilgiyi isleyerek bilginin aktarilmasinda 6nemli bir rol

oynar. Ayrica viicuttaki metabolik aktivitelerden de sorumludur.

Dendritler
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Sinapse salinan

Sinaptik ﬂ’nﬁrotransmitterlar

iyon kanali
reseptori

Post-sinaptik
Noron

Sekil 2.2. A) Noron yapisi B) Sinapslar arasinda uyari iletimi mekanizmasi.

Hiicre gdvdesi, noron tarafindan gergeklestirilen tiim islemlerin merkezidir.
Hiicre govdesi, biiyiik, yuvarlak bir cekirdek igerir. Hiicre govdesinden uzanan
dendritler oldukga dallidir ve her birinin dendritik baglanti uglar1 vardir. Akson, sinir
hiicrelerine bilgi aktariminda aktif rol oynar. Hiicre govdesinde islenen veriler aksonlar
araciligl ile noronlara gonderilir. Bir akson, aksiyon potansiyeli olarak bilinen bir
elektriksel uyariy1 yayabilen uzun bir sitoplazmik siireci gergeklestirir (Martini, Judi et
al.). Beynin tiim davranigsal islevleri, birbirine bagl belirli ndron gruplari tarafindan
gerceklestirilir. Miyelin Kilif, aksonlar1 koruyan ozel bir yapi olarak adlandirilir.
Miyelin kilifin en 6nemli 6zelligi, verilerin veya uyaranlarin hizli bir sekilde iletilmesini
saglamaktir.

Iki hiicre arasindaki baglantiya sinaps denir. Bir sinapsta bulunan bu iki hiicre
arasindaki bosluga “sinaptik aralik* denir. Pre-sinaptik ndrondan sinaps araligina
salinan ndrotransmitter postsinaptik néronda bir aliciya baglanarak uyariy1 iletmek i¢in

aksiyon potansiyeli olusturur (Guyton and Hall 2006). Baslangicta, bir sinir uyar etkisi



akson boyunca bir sinapsa dogru ilerler. Daha sonra, norotransmitterler aksonlarin uzak
uclarindaki sinaptik bogum noktalarina salgilanir. Sinaptik aralik boyunca yayilan
norotransmitter, bir sinir impulsu bir aksonun sonuna ulastiginda serbest birakilir (Sekil
2.3 B). Son olarak, sinyal, bir post-sinaptik nérona veya baska bir hiicreye ulasan
norotransmittere bagli olarak uyarici veya engelleyici olabilir.

Sinir sisteminin 3 temel islevi vardir ve ndronlar bu islevlere gore siniflandirilir.
Bunlar; viicudun duyular sayesinde hem i¢inden hem de disindan bilgi toplanmasini
saglayan duyusal fonksiyon, beyin ve omurgadan gelen bilgilerin islenmesini saglayan
entegrasyon fonksiyonu ve Kkaslara, salgi bezlerine, organlara uygun sekilde bilgi
iletimini saglayan motor fonksiyonudur.

2.1.1. Merkezi Sinir Sistemi

MSS, esas olarak beyin ve omurilikten olusan sinir sisteminin bir parcasidir.
MSS optik, koku alma ve isitme sistemlerini igerir. MSS, beyin kraniyal boslukta ve
omurilik omurilik boslugunda olmak iizere sirt boslugu igerisinde yer alir (Sekil 2.1).
Omurilik omurlar tarafindan korunurken beyin kafatasi tarafindan korunur.

Beyin, jole benzeri bir maddeye ve yaklasik 1,5 kg agirliginda tipik bir kiitleye
sahip merkezi bir sinir doku kiitlesidir. Beynin alti ana boliimii medulla, pons, orta
beyin (licii topluca beyin sapt olarak adlandirilir), serebellum, serebrum ve
diensefalondur (talamus, hipotalamus, optik kiazma, epifiz bezi ve diger kiigiik
yapilardan olusur). Bu boliimler birbiriyle baglantili olarak hayati siiregleri yiiriitmek,
homeostazi siirdirmek ve zeka, 6grenme, hafiza, duygu gibi daha yiiksek islevleri
diizenlemek icin ¢alisir. Insan beyni, arka beyin, orta beyin ve 6n beyin olarak
adlandirilan {i¢ ana bolime ayrilir. Arka beyin, serebellum, pons ve medulla
oblongata'y1 olusturmak icin gelisir. Beyincik karmagsik kas hareketlerini koordine eder,
medulla oblongata nefes alma ve kan dolasimi gibi islevleri kontrol eder. Orta beyin,
g6z hareketi, duyma ve gorme fonksiyonu gibi bir¢ok onemli islevi kontrol eder.
Substantia nigra (siyah cisim), orta beynin bir pargasidir ve viicut hareketinin
kontroliinde yer alir. Substantia nigra, ¢ok sayida dopaminerjik noron igerir. Bu
noronlarin dejenerasyonu Parkinson hastaligina yol agar. On beyin, beynin en biiyiik
kismidir. Serebral hemisferleri, talamus, hipotalamus ve limbik sistemi (korpus
kallozum, hipokampus ve amigdala) igerir. On beyin duyusal ve motor islevleri, sicaklik
diizenlemesi, tireme fonsiyonlari, yemek yeme ve uyumay1 kontrol eder. Beyin ayrica
fiziksel destek, koruma ve besin takviyesi saglayan bag dokusu ve kan damarlarini da

barindirir. Beyin, beyni kafatasindan ayiran meninks adi verilen bir bag dokusu ile



cevrilidir. Bu ti¢ katmanli zar dura mater, araknoid mater ve pia mater tabakalarindan
olusur. Beyin, beyin omurilik sivisi ad1 verilen bir siv1 igerisinde bulunur. Bu sivi beyni
mekanik soklardan korur, metabolik atiklarin uzaklagsmasini saglar ve beynin kafatasi
igerisinde yiizmesine yardimci olur. Sinir hiicreleri ve glial hiicreler (nérogliya) beynin
¢ogunlugunu olusturur (Farley, Johnstone et al. 2014).

MSS'nin ikinci ¢ok 6nemli kismi omuriliktir. Omurilik, beynin medullasindan
uzanan uzun, ince, tiip seklinde bir sinir dokusu demetidir. Omurgadan daha kisadir,
birinci ve ikinci bel omurlari arasinda biter. Omuriligin iginde bulundugu omur kanali,
omuriligi beyne giden mekanik etkilerden korur. Omurilik, beyin sapindan devam eder
ve beyne giden veya beyinden gelen duyusal bilgileri igeren uyarilarin bir vericisi
olarak gesitli uyaranlara refleks tepkiler olusturulmasi igin bir merkez olarak islev goriir
(Scanlon and Sanders 2018). Omurilik, beyinden viicut boliimlerine giden motor
bilgileri tasir, omurilikten beyne dogru giden duyusal bilgileri tasir ve belirli refleksleri
koordine etmek i¢in merkez gorevi gorr.

2.1.2. Periferik Sinir Sistemi

PSS, beyin ve omurilik disindaki viicudu cevreleyen tiim sinir dokularini
kapsayan sinir sistemidir. Bu sinirler spinal sinirler, ndronlarin uyart etkisini MSS’ye
ilettigi afferent (getiren) sinirler, néronlarin uyar1 etkisini uyarilan organlara tasidigi
efferent (gotiiren) sinirler ve beyne bagl kraniyal sinirleri igerir. I¢ ve dis uyaranlarda
meydana gelen degisiklikleri isleyen ve bu bilgiyi MSS'ye ileten duyusal reseptorlerden
olusur. PSS iki kisimda incelenebilir: (1) istemli veya ¢izgili kasin aktivitesini kontrol
eden somatik sinir sistemi ve (2) kan damarlari, kalp gibi i¢ organlar ve salg1 bezleri
gibi diger i¢ organlarin diiz kaslarmin aktivitesini kontrol eden otonom sinir sistemi.
Somatik sinir sistemini olusturan duyusal ve motor sinirler, duyusal girdiyi MSS'ye ve
MSS’den gonderilen motor ¢iktiyr ise ilgili kas sistemine ileterek istemli hareket
kontroliinii saglarlar. Otonom sinir sistemi ise viicuttaki solunum, kalp hizi, kan basinci,
sindirim ve kalp hiz1 gibi istem dis1 veya bilingsiz hareketleri koordine eder (Catala and
Kubis 2013). Sekil 2.3’te sunuldugu {izere sempatik sinir sistemi, viicudu stresli ya da
acil durumlara hazirlamak icin tehlike aninda kalp atis hizin1 ve kalp kasilmalarinin
giiciinii arttirir ve nefes almay1 kolaylastirmak icin hava yollarin1 genisletir. Viicudun
depolanan enerjiyi serbest birakmasina neden olur. Aymi zamanda avug iglerinin
terlemesine, gbéz bebeklerinin genislemesine, acil durumlarda daha az 6nemli olan
sindirim ve idrara ¢ikma gibi viicut siireglerinin yavaslamasina yol acar. Parasempatik

sinir sistemi ise siradan durumlarda viicut siirecini kontrol eder. Genel olarak,
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parasempatik sinirler korur ve onarir, kalp atis hizin1 yavaslatir, kan basincini diistiriir

ve yiyecekleri isleyip atiklari ortadan kaldirmak i¢in sindirim sistemini uyarir.
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Sekil 2.3. Otonom sinir sistemi (Bernstein 2018).

2.1.2.1. Periferik Sinirin Anatomik Yapisi

Periferik sinir sistemi, spinal sinirler, kraniyal sinirler, afferent sinirler, efferent
sinirler ve bunlarin dallarindan olusur. Bu PSS bilesenlerindeki tiimii destekleyici
Schwann hiicreleri tarafindan ¢evrelenmis sinir lifleri, otonomik veya somatik, miyelinli
veya miyelinsiz olabilir (Stewart and nerve 2003). Periferik bir sinir gévdesindeki her
bir sinir lifi, her bir aksonun etrafinda olusan kolajen bazli destekleyici bir bag dokusu
olan endondryum ile gevrilidir (Sekil. 2.4). Endonéryum, yapisinda elastin ve az sayida
fibroblast ile esnemeye kars1 direng gosterir. Endonéryum tarafindan ¢evrelenen lifler,
fasikiil ad1 verilen sinir demetlerinde bir araya toplanir. Insan sinirindeki fasikiillerin
cap1t 200 ila 800 pm arasinda degisebilir (Delgado-Martinez, Badia et al. 2016).
Fasikiiller, miyelinli veya miyelinsiz lifleri c¢evreleyen endondryal sivinin
korunmasindan sorumlu 6zel bir doku olan perindryum ile ¢evrilidir. Perinéryum esas
olarak perinéral hiicre katmanlarindan ve kolajenden olusur. Sinir fasikiil gruplari,

epindryum adi verilen bir bag dokusu ile gevrilidir. Iki farkli katmandan olusan bu
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doku, sinirin kesit alaninin %25 ila 75'ini olusturur. I¢ epindryum adi verilen i¢ tabaka,
tek tek fasikiiller arasindaki bosluklari dolduran, onlart dis basingtan koruyan ve
uzunlamasina hareketi destekleyen kolajen liflerinden olusmustur. Dis epindryum adi

verilen dis tabaka ise tiim fasikiilleri bir arada tutarak yapisal stabiliteyi korur.

e periferik sinir

epindryum

fasikal
perindryum

kan damarlan endondryum

Sekil 2.4. Periferik sinir lifi yapisi

2.1.3. Periferik Sinir Yaralanmalari

Periferik sinir yaralanmasi, ekstremite (el ve ayaklar) distallerindeki motor
yeteneklerin kaybi nedeniyle yagsam kalitesini dogrudan etkileyen hastay ¢cok biiyiik bir
sosyal ve ekonomik yiike maruz birakan yaygin ve kritik bir saglik sorunudur (Wang,
Inaba et al. 2017). Noral travmanin nedenleri arasinda birincil sirada penetran (delici)
travma ve daha sonra transeksiyon, traksiyon ve kompresyon, iskemi (bir organa veya
viicudun bir kismina, 6zellikle kalp kaslarina yetersiz kan temini), elektrik carpmasi ve
vibrasyon yer alir (Panagopoulos, Megaloikonomos et al. 2017).

Cevresel sinir hasar1 diizeyini degerlendirmek i¢in Seddon ve Sunderland'in
smiflandirmalart kullanilir. Seddon (1943), farkli periferik sinir hasari histolojilerini
kategorize etmek igin noropraksi, aksonotmezis ve norotmezisi olmak {izere bir
smiflandirma sistemi gelistirdi. Daha sonra Sunderland (1951), aksonotmezisi ti¢ ayri
dereceye bolerek Seddon'un siniflandirmasini bes kategoriye genisletti ve son ikisi
cerrahi miidahale gerektiren toplam bes derece elde etti (Tablo 2.1).

Seddon smiflandirmasima gore hasarlar hasar seviyeleri esasina dayanarak 3’e

ayrilir.
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1) Noropraksi: Bu tip yaralanmalar sonucu akson devamliligi bozulmaz. Sinirde
bolgesel olarak goriilen iletim bozuklugu, 12 hafta i¢cinde iyilesme gosterir.

2) Aksonotmezis: Noropraksiye gore onarimi daha zordur. PSS’de akson
devamliliginin kesintiye ugramasindan kaynaklanir. Hasarin distal kisminda
Wallerian dejenerasyonu gelisir. Bag dokusu ve bazal membran devamlilig
bozulmadigi i¢in kurtarma derecesine gore kurtarilip kurtarilamayacagi onceden
tahmin edilebilir. Kurtarma derecesi, hasarli bélgeden uzaklastik¢a artar. Onarim
birkag ay1 bulabilir.

3) Noromezis: En siddetli yaralanmayi gosterir. Akson, Schwann hiicreleri,
endondral tiipler tamamen hasar gormiistiir. Cerrahi miidahale gerektirir (Dvali
and Mackinnon 2003).

Sunderland siniflandirmasina gore hasarlar seviyelerine gore Tablo 2.1°de
verildigi gibi 5’¢ ayrilir. Birinci derece yaralanma, Seddon siiflandirmasindaki
noropraksiye karsilik gelir. Bolgesel bir iletim blogu bulunan demiyelinizasyona sebep
olur. Tip | yaralanmalarda, yeniden biiyiiyen aksonun, daha Once zarar gérmemis
aksonu g¢evreleyen bozulmamis “bazal lamina tiineli” iginde biiyiimesi saglanir. Akson
hasar1 olmadigindan remiyelizasyon sonrasi tam iyilesme gozlenir. Tip Il, tip I, tip IV
yaralanmalar1 Seddon siniflandirmasindaki aksonotmezise karsilik gelir. Tip 1I
yaralanmalarinda akson hasar1 gozlenir ve distal u¢ Wallerian dejenerasyona ugrar.
Proksimal sinir lifleri ayda bir in¢ hizinda rejenerasyona ugrarlar. Bag dokusu
yaralanmadigindan tam iyilesme beklenir. Ugiincii derece yaralanmada tip II’den farkli
olarak endonéryum da zedelenmistir. Hasarli doku, bazi onarim gosteren sinir liflerini
etkileyecegi i¢in, eger kesip ¢ikarilmaz ise tam iyilesme gozlenmez. Dordiincti derece
yaralanmada perindryum da hasar goriir. Sinir devamlilig1 hasar gérmeyen epindéryum
ile korunur. Diger daha diisiikk hasar derecelerine gore daha ¢ok fibrozis ve hasar
kaliciligr riski vardir. Hasarli doku kesip ¢ikarilmadikca veya greft kullanilmadikca tam
tyilesme gozlenmez. Besinci derece yaralanmalarda epindryum da hasarlidir ve sinirde
tam kopma s6z konusudur. Kopan uglar u¢ uca getirilmedigi siirece iyilesme sansi
yoktur (Nukavarapu, Freeman et al. 2015).

Bu  smiflandirmalar,  spesifik  yaralanma  modellerinin  histolojisine
dayanmaktadir; ancak c¢ogu sinir lezyonu karisik patoloji gdsterir. Bu nedenle, bu
karisik patolojiyi tanimlamak i¢in 6. derece bir sinir hasart nerilmistir (Sullivan, Dailey
et al. 2016).
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Tablo 2.1. Sunderland'in periferik sinir yaralanmasi i¢in derecelendirme sistemi

Derece Tanim

Derece | - Norapraksi: Sinir iletim blokaj1 nedeniyle duyusal ve motor
fonksiyonda gecici kayip

- Aksonal bozulma olmadan bolgesel demiyelinizasyon

- Iskemi, kompresyon veya toksisite gibi hafif yaralanmalar

Derece Il - Aksonotmezis: Noral stroma (endondryum, perindéryum ve
epindryum) saglam kalirken, miyelin kilifiyla birlikte akson
geri doniisiimsiiz olarak bozulur.

- Distal sinir Wallerian dejenerasyona ugrar.

- Ezilme, asir1 gerilme ve titresim yaralanmalari

Derece Il - Aksonal ve endondral devamlilik kaybi
Derece IV - Aksonal, endonoral ve perindral devamlilik kaybi
Derece V - Norotmezis: Akson, miyelin kilif ve noronal stroma geri

dontisiimsiiz olarak hasar goriir.
- Laserasyon (dokularin yirtilmasiyla olusan yaralar),
norotoksisite gibi ciddi lezyonlar

2.1.4. Geleneksel Tedavi Yontemleri

Sinir dokuda meydana gelen hasarlarda noral baglantinin yeniden kurulmasi igin
farkli teknikler uygulanir. Direkt siitiir yontemi, genellikle daha kisa araliklar i¢in
herhangi bir sinir grefti kullanilmadan tercih edilen konvansiyonel tekniklerden biridir.
Kiigiik bosluklu sinir hasarlari igin altin standart olarak kabul edilir (Noah, Williams et
al. 1997). Daha biiyiik bosluklar i¢in de bu yontem uygulanabilir, ancak dikisin daha
uzun hasarlar icin yiiksek gerilime neden olabilecegi ve operasyonun verimini
diistirdiigii iddia edilmektedir. Fibrin yapistirici ise biyolojik veya sentetik yapistirict
kullanimina dayanan bir diger tekniktir. Sinir uglarmi kapatmak i¢in kullanilir ve
cerrahi yontemlere gore avantajlidir. Fibrozis ve inflamasyon riski diger tekniklere gore
daha diistiktiir, iyilesme ve ameliyat siiresi ise dikise gore daha kisadir. Ancak sinirdeki
fibrin birikiminin, PSS yaralanmasindan sonra rejenerasyon i¢in gerekli olan lezyona
Schwann hiicresi alimini1 engelledigini iddia eden raporlar da vardir (Akassoglou,
Akpinar et al. 2003). Bu nedenle fibrin yapistiricinin periferik sinir yaralanmalarinin
tedavisinde sinirli ve ¢eliskili oldugu sdylenebilir (Koulaxouzidis, Reim et al. 2015).
Hasarli bolgenin kesilmesi sonrasi sinir uglar1 arasindaki sinir boslugunun cok fazla
oldugu durumlarda, kayip pargalarin yeniden biiyiimesi ve sinir uglarinin fonksiyonel
baglantisinin yeniden kurulmasi imkansizdir. Bu nedenle, sinir u¢larini birlekstirmek ve
aksonal bliylimeyi yeniden desteklemek icin kesilen sinir ug¢lar1 arasina bir gesit greftin
(doku nakli) yerlestirilmesi gerekir (Gu, Ding et al. 2014). Sekil 2.5'te gosterildigi gibi

sinir yaralanmalarinin tedavisi i¢in ¢ok ¢esitli sinir kanal1 teknikleri mevcuttur.
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Dtogreft

SINIR DOKU NAKL Allogreft

Ksenogreft

TEDAVI YONTEMLERI

Hilcresizlestirilmis Sinir
Kanallan

SINIR KANALLARI

Yapay Sinir Kanallar

Sekil 2.5. Sinir doku onarimu i¢in tedavi yontemleri (Gu, Ding et al. 2014)

Ayni tiirtin farkli bireylerinden tiiretilmis doku ile distal ve proksimal sinir
uclarimin baglanmasi igin allogreftler kullanilir. Bagka bir tiiriin iiyesinden izole edilen
ksenograftlar ise aksonal yeniden biiyiimeye rehberlik i¢in bir destek olarak kullanilir
(Arslantunali, Dursun et al. 2014). Bununla birlikte, bu uygulamalarda konake¢1 dokudan
kaynakli hastalik bulagma ve enfeksiyon riski vardir. Bu nedenle, bagisiklik sistemini
baskilayici ilaglarinin kullanilmasi gereklidir. Ancak bu durumda, uzun siireli bagigiklik
baskilanmasi, enfeksiyon riskinde artisa, iyilesme hizinda azalma ve hatta tiimor
olusumuna yol acabilir (Li, Liu et al. 2014). Bu dezavantajlari ortadan kaldirmak
amaciyla aragtirmacilar, immiinojenik olmayan bir greft elde etmek icin allojenik sinir
greftlerinden tiim hiicresel bilesenleri ¢ikarmaya calismaktadirlar. Klinik ¢alismalar, bu
immiinojenik olmayan aseliiler (hiicresiz) allogreftlerin, 6zellikle kisa sinir bosluklari
icin PSS yaralanmalarinda rejenerasyona yonelik umut verici bir secenek oldugunu
kanitlamigtir. Konak Schwann hiicreleri, aksonlar ve inflamatuar hiicreler greft igine
g0¢ eder ve hasar sonrasi sinir kiitiigii olusumunu destekler. Ancak daha uzun bosluklu
sinir hasarlarinda, ECM proteinleri greft iizerinde aksonal uzamay: tetikleyebilecek
kadar iretilemediginden, Schwann hiicrelerinin eksikligi rejenerasyon verimliligini
sinirlamaktadir. Bu nedenle, bu hiicresiz allogreftlerin performansini artirmak igin
arastirmalar halen devam etmektedir (Zhang, Luo et al. 2010, Li, Liu et al. 2014).

Ayni kisiden fakat viicudun baska bir kismindan elde edilen otolog greft, uzun
bosluklu sinir yaralanmalarini onarmak igin altin standart teknik olarak kabul edilir.
Ancak ayni viicuttan nakledilen bir sinir Kesiti oldugu i¢in bazi dezavantajlar1 vardir.

Bunlar verici bolgede fonksiyon kaybina neden olmasi, grefti elde etmek igin ikinci bir
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ameliyat gerektirmesi ve dondr-alict dokularin boyutunun birbiriyle uyumsuz olma
olasiligidir. Bunun disinda, birka¢ farkli uzunluktaki sinir lezyonlarinin iyilesmesi igin
gerekli dondr sinir yetersizligi, nakil edilen bolge sinir uzunlugu ile nakil yapilan bolge
sinir uzunlugu arasinda uyumsuzluk, tiimor olusumu ve fonksiyonel iyilesme
basarisizligi olasiligi diger kisitlamalar arasinda yer almaktadir (Johnson and Soucacos
2008, Daly, Yao et al. 2012).

Cerrahi miidahalelerde karsilasilan bu sorunlarin iistesinden gelmek icin ve
Wallerian dejenerasyona neden olan skar doku engellemesini 6nlemek i¢in yaralanan
sinir kiitiikleri arasindaki boslugun sentetik bir kanal i¢ine alindigr SKK adi verilen yeni
bir yaklasim gelistirilmistir (Taras, Jacoby et al. 2008). Bu durumda greft, biyolojik
olarak uyumlu ve genellikle biyolojik olarak parcalanabilen biyomalzemelerden yapilir.
Bu nakillerin 3D yapisi dogal doku yapisini taklit eder ve asil amag lezyondaki boslugu
doldurmaktir. iskele, yenilenen aksonlar ve gé¢ eden Schwann hiicreleri i¢in bir kilavuz
gorevi goriir (Schmidt and Leach 2003). Ancak kendi baslarina fonksiyonel iyilesmeyi
desteklemezler, sadece rejenerasyon siirecini desteklerler. Bu sinir greftini olusturmak
icin dogal polimer ve sentetik polimerler gibi ¢esitli biyomalzemeler kullanilir.

Son yillarda, hiicresizlestirilmis hiicre dis1 matrisi (dECM) doku rejenerasyonu
icin bir malzeme olarak kullanan yeni bir yaklasim ortaya ¢ikmis ve bunlari sinir
kanallar1 i¢in biyomateryallerin gelistirilmesine yonelik uygulayan ¢ok sayida arastirma
yaptlmistir (Ahn, Min et al. 2017, Gao, Guo et al. 2017). dECM yaygin olarak fazla
hiicresel bilesenleri uzaklastirmak ic¢in saglikli dokularin/organlarin kimyasal veya
fiziksel yontemlerle islenmesiyle elde edilir, boylece sadece dogal dokularin mikro-
ortamini taklit eden yapisal proteinler, glikozaminoglikanlar ve cesitli biiylime faktorleri
gibi biyolojik etkenler korunur (Heng, Gong et al. 2017, Zhao, Wang et al. 2018).
Boylece dECM, hiicrelerin gelismesi i¢in dogal doku yapisina benzer mikro-ortam

saglayabilir.

2.2. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, kaybedilmis doku islevlerini dokuya geri kazandiran veya
fonksiyonlarmi destekleyerek siirdiiren dogal dokuya denk biyolojik alternatifler
gelistirmek i¢in miithendislik ve yasam bilimleri ilkelerini birlestiren disiplinler aras1 bir
bilim dalidir (Fernandes, Moroni et al. 2009). Bu alternatifler, doku miihendisligi
alaninda 6nemli bir rol oynar, ¢ilinkii hiicresel biiyiime, ¢ogalma ve 3D yeni doku

olusumu i¢in matrisler olarak kullanilirlar.
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Doku miihendisliginde hastalikli veya hasarli dokularin tedavisi i¢in ii¢ genel
strateji mevcuttur. Ilk strateji, izole edilmis veya kiiltiirlenmis hiicrelerin yaralanma
bolgesine implantasyonudur. Hasarli bodlgeye asilanan hiicrelerin  dokudaki
fonksiyonlarin1 siirdirememesi veya dokunun immiinolojik olarak hiicreyi kabul
etmemesi bu uygulamay1 kisitlamaktadir. Ikinci strateji, in vitro olarak birlestirilen
dokunun implantasyonudur. Bu yaklagimin basarisi ise biiylime faktorleri gibi uygun
sinyal molekiillerine ve bu molekiilleri hedeflerine ulastiracak yontemlerin
gelistirilmesine baghdir. Ugiincii strateji, bolgenin dogal yerinde (in situ) olusmasini
saglayacak doku rejenerasyonudur. Iyilesme ve doku rejenerasyon siirecine katki
saglamak icin tasarlanmis bir iskele, viicudun dokunun kayboldugu bdlgesine
implantasyon yoluyla yerlestirilir. In vivo doku miihendisligi tekniginden farkli olarak,
viicudun digindaki dokunun yenilenmesi i¢in hiicreler iskele iizerine kiiltiirlenir ve daha
sonra tasarlanmis doku hasarli bolgeye implantasyon yoluyla yerlestirilir. 2. ve 3.
stratejiler igin, viicudun kendi hiicrelerini bolgesel doku onarimina tesvik etmesi igin
uyaran ve dogrudan hasarli dokuya yerlestirilen biyomalzeme tabanli iskeleler
gereklidir (Griffith and Naughton 2002).

Insan viicudu, doku ve organlardan olusan karmasik ve iyi organize edilmis bir
sistemdir. Hiicre biiytimesi i¢in gerekli besinler, oksijen ve uygun ortam dokularda
mevcuttur. ECM, dokularin bileseni, memeli dokularindaki hiicreleri c¢evreleyen ve
destekleyen karmagik bir yapidir. ECM 3 ana biyomolekiil sinifindan olusur: (1) esas
olarak kolajen ve elastin gibi yapisal proteinler, (2) fibrillin, fibronektin ve laminin gibi
ozel proteinler ve (3) uzun disakkarit {initelerinin tekrarlanan proteinleri olan
Glikozaminoglikanlar (GAG) olarak adlandirilan proteoglikanlar (Fernandes, Moroni et
al. 2009). ECM, lif boyutlar1 nanometre 6l¢egine kadar olan lifli yapidan meydana gelir
(Liu, Ding et al. 2013). Doku miihendisligi, dogal ECM'nin islevlerini ve karmasik
morfolojik yapisin1 olduk¢a taklit eden iskelelerin iiretimine odaklanir. Buna gore
nanoteknolojideki son gelismeler, dogal ECM' nin fonksiyonlarin1 ve morfolojisini
taklit etmek i¢in nanofiberlerin arastirilmasina yol agmistir (Karuppuswamy, Venugopal
etal. 2014).

Doku miihendisligi, hasarli dokunun veya islevinin onarilmasi ve fonksiyonun
geri kazanilmasi igin triad sistemi olarak bilinen doku iskelesi, hiicreler ve biiyiime

faktorlerinden olusan ti¢ temel bilesene dayanir (Sekil 2.6) (Li, Laurencin et al. 2002):
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(1) Doku iskelesi, istenen ozelliklere sahip destek sistemi, hiicrelerin konak
dokulardan in vitro veya in vivo biiyiitiilebildigi biyomateryal tabanli {i¢ boyutlu
yap1 matrisleri saglar (Vogel and Baneyx 2003).

(2) Yetiskin veya embriyonik kok hiicreler veya herhangi bir asamadaki dokuya 6zgii
yetiskin hiicrelerin kullanimi, hiicrelerin farklilasmasi veya olgunlagmasi igin
iskeleye ekilebilir ve dokularin hasarli islevlerini geri kazandirabilmek igin
viicuda nakledilebilir (Kim and Mooney 1998).

(3) Kok hiicrelerinin ilgili hiicre soylarinda biiyiimesine yardime1 olan sinir hiicreleri
icin norotrofik faktorler, fibroblast biiylime faktorleri gibi kimyasal sinyal
olmalidir (Freed, Vunjak-Novakovic et al. 1994).
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Sekil 2.6. Doku miihendisligi uygulamalarinin sematik gosterimi (Afshari 2016)

2.2.1. Doku Miihendisligi Iskeleleri
Ideal doku iskelesi, hiicre tutunmasi ve rejenerasyon siirecinde biiyiimenin
temeli oldugu i¢in dogal dokunun veya otogreftin igsel 6zelliklerini belirler (Hasirci and

Hasirci 2018). Bu nedenle, ideal mikro ortamin yeniden yaratilmasi igin iskelenin
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fiziksel ve kimyasal formu cok oOnemlidir. Ideal bir iskele her seyden oOnce
biyouyumluluk gostermelidir, yani iskelenin iiretildigi malzeme (ve bozunabilirse yan
tirtinleri), konak¢1 dokuda sitotoksisite, genotoksisite, hemotoksisite veya kanserojenlik
gibi herhangi bir olumsuz etki gostermemelidir. Uygulamada gerekirse, ideal bir iskele,
rejenerasyon hizina karsilik gelen kontrollii bir bozulma hiz1 gostermelidir. Iskele
erozyonu ve yeni doku olusumu arasindaki bu uyum, iyilesme siireci boyunca konakg1
dokunun yaralanma bolgesini yavasca ele gegirmesini saglayarak implanti ¢ikarmak i¢in
baska bir cerrahi prosediir ihtiyacini ortadan kaldirir.

Hiicrelere iyi uyum saglamak i¢in, yap1 iskelesinin yiiksek gozeneklilige, yeterli
gbzenek boyutuna (200-300 um), hiicre penetrasyonuna, doku biiyliimesine, uygun hiicre
baglanmasina, yeterli besin akisina, biiyiime faktorlerine ve atiklarin gegisine izin veren
1yi gbozenek baglantisina sahip olmasi gerekir.

Gozenekler, doku olusumu igin gereklidir ¢iinkii hiicrelerin gogiine, ¢ogalmasina
ve ayrica vaskiilarizasyona (damar olusumu) izin verirler. Doku biiyiimesini tesvik
etmek icin, iskelenin hiicre baglanmasina izin verecek genis bir yiizey alanina sahip
olmasi gerekir. Bu iskelelerde, gozenek boyutu, hiicrelerin gozeneklere niifuz etmesi
i¢cin yeterince biiylik olmalidir ve gozenekler, yap1 i¢indeki derin hiicreler tarafindan
besin ve atik aligverigini kolaylastirmak i¢in birbirine baglanmalidir (Karageorgiou and
Kaplan 2005).

Iskeleler filmler, kopiikler ve lifler gibi ok farkli yapiya sahip farkli sekillerde
dretilmistir. Tim bu iskele tipleri doku miihendisligine uygunlugu agisindan test
edilmistir. Baslangicta, kopiik ve film tilirleri daha popiilerdi, ancak son zamanlarda lifli
yapt iskelelerinin kullaniminda bir artis olmustur. Bazi yeni calismalar, lif ¢api
hiicrelerin ¢apindan daha kii¢iikk olmasina ragmen hiicrelerin nanofiber yapilara iyi
baglandigini, biiylidiglinii ve diizenledigini gostermistir. Besin ve atiklarin hizli bir
sekilde transferini saglayan yiiksek gozeneklilik ve hiicrelerin tutunmasi i¢in genis
ylizey alanlari basarili bir iskelede bulunmasi gereken 6zelliklerdir (Teixeira, Abrams et
al. 2003). Nanometre 6lgegi kadar kiiciik fiber ¢aplarina sahip lifli yapi iskeleleri, doku
miihendisligi i¢in oldukca elverisli bulunmus oldugundan, bu lifli yapilarin iiretimi igin

sireclerin gelistirilmesi i¢in kapsamli bir arastirma siirdiirtilmektedir.

2.2.1.1. Biyouyumluluk
Biyouyumluluk, doku mihendisligi uygulamalari i¢in biyomateryal kullanimini

sinirlamanin ana kistasidir. Biyouyumluluk, “yan etki yaratmadan canli bir sistemle
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temas halinde olma yetenegi ve bir malzemenin belirli bir uygulamada uygun bir konak
yaniti ile performans gosterme yetenegi” olarak tanimlanmustir (Vert, Doi et al. 2012).
Ayrica biyouyumluluk malzemenin biyolojik olarak bozunabilirligi ile de dogrudan
iligkilidir. Dokunun bir implanta yaniti, materyallerin kimyasal, fiziksel ve biyolojik
Ozelliklerinden implantin gekline ve yapisina kadar uzanan ¢ok sayida faktore baglhdir.
Biyolojik olarak bozunabilir biyomalzemeler sd6z konusu oldugunda, zaman iginde
bunlarin siiregelen aktif biyouyumluluklar1 gosterilmelidir. Biyolojik olarak bozunur bir
materyalin kimyasal, fiziksel, mekanik ve biyolojik 6zellikleri zamana gore degisir ve

baslangi¢ ana materyaline gore farkli doku uyumlulugu seviyelerine sahip bozunma

tirtinleri tiretilebilir (Burg, Porter et al. 2000).

2.2.1.2. Biyobozunurluk

Polimerik biyomalzemelerin biyodegradasyonu, polimer erozyonuna yol agan
polimerdeki hidrolitik veya enzimatik olarak hassas baglarin boliinmesini igerir.
Iskeleler, kalic1 implantlar olarak tasarlanmamistir. Bu nedenle, hiicrelerin kendi hiicre
dis1 matrislerini liretmelerine izin vermek i¢in yap1 iskelesi biyolojik olarak
parcalanabilir olmalidir. Malzemenin bozunmasi sonucu agia ¢ikan yan {riinleri de
toksik olmamali ve diger organlarla etkilesime girmeden viicuttan ¢ikabilmelidir
(Wang, Robertson et al. 2004, O'brien 2011). Biyobozunurluk orani, yeni doku biiyiime
oranina ve mekanik destege uyacak sekilde tasarlanmalidir. Ayrica, yerlestirilen yabanci
maddenin triinleri konagin fizyolojik sisteminden atilir. Biyomalzemelerin biyolojik
olarak bozunabilir olmasi ve viicutta toksik etki veya toksik yan iirlinleri olmadan
kullanim1 6ncelikle uygulamanin giivenligi prensibi ile ilgilidir. Bdylece, toksikligin
biyolojik uyumluluk i¢in biiylik bir rolii vardir, ¢iinkii kimyasal hasar nedeniyle
hiicrelerin islevinde hafif veya geri doniisii olmayan bir degisiklie neden olabilir.

Hiicrenin islevindeki degisiklik hiicre 6liimiine neden olabilir (Black 2005).

2.2.1.3. Yiizey Ozellikleri

Iskele yiizey ozellikleri hiicresel yapismayi, hiicre gociinii ve proliferasyonu
etkiler. Yiizey kimyasi, hiicresel yapisma i¢in ana faktordiir ¢iinkii hiicre-malzeme
arasindaki yiizeye, cevresel ortamdan alt tabaka (substrat) iizerine adsorbe edilen
proteinler aracilik eder. Bununla birlikte, gili¢lii bir hiicre yapismasina izin veren
oldukg¢a yapiskan bir ylizey de hiicre immobilizasyona neden olabilir. Biyomalzemenin

mikro topografyasi hiicrenin biiylime ve yayilma davranigini etkiler. Piiriizsiiz
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yiizeylerde, hiicreler yayilabilir ve belki de substrata katilarak daha fazla sayida
ECM’ye baglanan hemidesmozomlar1 olusturabilirler. Biyomalzemenin gézenekliligi ve
gozenek biyiikligli de iskeleler i¢in Onemlidir. Biyomateryalin gozenekliligi ve
gozenek boyutu, hiicre dokusuna bagli olarak daha iyi hiicre ¢ogalmasi igin
ayarlanmalidir (Ratner, Hoffman et al. 2004, Dahman 2019).

Ek olarak, yiizey oOzellikleri biyomateryalin biyouyumlulugunu ve “biyo-
tanimmasini1” gelistirir. Ideal bir doku iskele malzemesi; hidrofobiklik, elektriksel yiik,
plriizliiliik, sertlik/yumusaklik ve kimyasal bilesim gibi ylizey 6zelliklerini belirlemede

onemli bir rol oynar.

2.2.1.4. Mekanik Ozellikler

Implantasyon sirasinda cerrahi kullanim saglamak igin iskelenin yiiksek
mekanik dayanima sahip olmasi gerekir. Iskelenin diisiik mukavemeti ve sertligi
yumusak doku uygulamalarinda kullanimi kisitlar. Iskele, hasarli dokuya mekanik ve
sekil sabitligi saglar, dokuya sertlik ve sabitlik verir. Bu nedenle, iskele i¢in kullanilan
biyomalzemelerin yapisal ve mekanik o6zellikleri (gerilme mukavemeti, elastiklik,
malzeme araylizii adsorpsiyonu ve bozunma kinetigi), konak¢r doku ile eslesmelidir
(Dhandayuthapani, Yoshida et al. 2011).

Son ¢alismalar, hiicre yapismasi ve morfolojisi igin bir iskelenin mekanik
ozelliklerinin  6nemini vurgulamistir. Bir substrat iizerine c¢ekis kuvvetleri
uygulandiginda, epitel hiicreleri, fibroblastlar, kas hiicreleri ve noronlar gibi birgok
olgun hiicre tipi, substratin sertligini algilar ve farkli morfoloji ve tutunma o6zellikleri

gosterir (Chan and Leong 2008).

2.3. Nanoteknoloji

Giliniimiizde poptlerligi giderek artan ve hemen hemen tiim miihendislik
disiplinlerine ve bilim dallarina uygulanabilirligi olan nanoteknoloji, ger¢ek diinya
teknolojilerinin nano boyuta indirgenmesidir. Bir nanometre bir metrenin 100 milyonda
biri, 10™° 'dur ve nanoteknoloji maddenin atomik ve molekiiler diizeyde, yaklasik 1-
100 nm aras1 dlgekte kontrolii veya yeniden yapilandirilmasi siirecini kapsar. Diger bir
tanimla nanoteknoloji, klasik mekanikten kuantum mekanigine gecis alaninda
uygulanan teknolojilerdir. Klasik mekanik, ¢iplak gozle gorebildigimiz tiim cisimlerin

hareketini kapsarken; kuantum mekanigi, elektron, proton, nétron gibi atom alti
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parcaciklarin hareketlerini olasiliga dayali olarak ele alir (ElI Naschie and Fractals
2006).

Nanoteknoloji, tek tek atomlardan veya molekiillerden mikron alti boyutlara
kadar degisen Olceklerde fiziksel, kimyasal ve biyolojik sistemlerin {iretimini,
uygulanmasini ve elde edilen nanoyapilarin daha biiyiik sistemlere uyarlanmasini saglar
(Bhushan 2017). Birgok kritik arastirma alani (isleme, Kkatalitik, optik, elektrik,
mekanik, vb.) nanoteknoloji alanindaki yeni teknolojik gelismelerden, Ozellikle
nanomalzemelerin kullanimindan yararlanmaya baslamistir (Webster, Waid et al. 2003).
Bu teknoloji ile malzemelerin nano boyutta parcacik, elyaf ve malzeme tlirevlerinin
tretimi saglanir. Nano boyuttaki malzemeler genel olarak ince filmler, kuantum
noktalari, nanofiberler, nanogubuklar, nanotiipler, nanoteller, nanokristaller ve
nanokdpiikler gibi farkli yapilarda bulunabilir ve geleneksel dokme malzemelerin
kimyasal, enerji emilimi, biyolojik hareketlilik gibi 6zelliklerinden farkli kendilerine
Ozgii Ozellikler sergilerler (Roco and technology 2007). Bunun en 6nemli sebebi
maddeye nanoboyutlarda etki edebilen kuantum ¢ekim yasalaridir (ElI Naschie and
Fractals 2006). Nanomalzemelerin bu 6zelliklerinden yola ¢ikilarak kullanim amacina
uygun Ustiin malzeme oOzellikleri gosteren, kullanim alanina uygun olarak daha
dayanikli, daha hafif, daha hizli yapilar veya biyolojik sistemler olusturularak mevcut
problemlere ¢oziim iiretilebilir.

Nanobiyoteknoloji; malzeme bilimi, nanoteknoloji ve biyoteknolojinin kesisimi
ile ortaya ¢ikan son derece disiplinler arasit bilim alanidir. Arastirma konularini
tanimlamak kesin olarak miimkiin olamamakla birlikte nanobiyoteknoloji; organik ve
inorganik nanopartikiillerin fiziksel ve kimyasal ozellikleri ile molekiiler klonlama,
farkli biyolojik tiirlerden elde edilen DNA molekiillerinin miihendislik yontemleri ile
birlestirilmesi, protein teknolojisi ve immiinoloji uygulamalar1 gibi aragtirma konularini
ele alir (Niemeyer and Medicine 2006).

Nanobiyoteknolojinin son zamanlarda ortaya ¢ikan bir diger calisma alaninin
hedefi ise malzeme bilimi ve biyoteknolojinin birlesimiyle olusturulan yeni akilli
materyalleri ve fizikokimyasal teknikleri biyolojik problemleri ¢6zmek igin
kullanmaktir. Bu c¢aligmalar biyoinorganik kimya, doku miihendisligi, molekiiler
biyoloji, malzeme bilimi ve mikro sistem teknolojisi bilim dallarinin konularindan

faydalanir (Niemeyer and Medicine 2006).
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2.3.1. Nanopartikiiller ve Uretim Yontemleri

Nanopartikiiller, bir nanoyapmin olusturulmasinin énemli bir parcasidir. insan
algisina gore herhangi bir nesneden daha kiiciik oldugu, ancak kuantum fizigi yasalarina
tabi atomlardan veya molekiillerden daha biiyiikk oldugu da bildirilmistir (Rodriguez,
Fernandez-Garcia et al. 2007). Nanopartikiiller, Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii
(ISO) tarafindan “1-100 nm ¢apinda bir pargacik” olarak tanimlanir. American Society
for Testing Materials (ASTM) ise bunu “2 veya 3 bolgede uzunlugu 1-100 nm olan ultra
ince bir parcacik” olarak tamimlar (Bayda, Adeel et al. 2020). Bu boyut araligi, hem
atomlarin/molekiillerin hem de karsilik gelen yigin malzemelerin 6zelliklerini
degistirerek  nanopartikiillerin ~ fiziksel, kimyasal ve Dbiyolojik &zelliklerinin
farklilasmasina sebep olur. Nanopartikiiller, metaller, metal oksitler, silikatlar, oksit
olmayan seramikler, polimerler, organikler, karbon ve biyomolekiiller olmak iizere
cesitli kimyasal yapiya sahip malzemelerden olusabilmektedir. Nanopartikiiller, kiire,
silindir, trombosit, tiibiiler vb. yapisal sekiller olusturarak birka¢ farkli morfolojide
bulunabilmektedir. Genel olarak nanopartikiiller, kullanilacaklari belirli uygulamalarin
ithtiyaclarmi karsilamak i¢in uyarlanmis yiizey modifikasyonlar: ile tasarlanir.
Biyomedikal ¢alismalarda nanopartikiiller, manyetik rezonans ve bilgisayarli tomografi
gibi molekiiler goriintilleme sistemlerinde, ilag salinimi ve ilag salinim sistemleri
gelistirmede, hedef gen veya hiicreye yonelik teshis ve tedavilerde, as1 gelistirmede ve
biyomalzemelerde takviye malzemesi olarak kullanilmaktadir (Medina, Santos-
Martinez et al. 2007, Corréa, Mori et al. 2015).

Nanopartikiillerin indirgenmesi icin kullanilan c¢oziiciiler ve indirgeme
operatdrleri, nanopartikiillerin boyut, fizikokimyasal 6zellikleri, sekli gibi morfolojik
ozellikleri iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir ve bu morfoloji, nanopartikiillerin
kullanimimi etkiler. Nanopartikiillerin sentezlenmesinde Sekil 2.7°de gosterildigi gibi
“yukaridan asagiya” ve “asagidan yukariya”, olmak iizere iki metodoloji kullanilir.
Yukaridan asagiya yaklasimda, uygun dokme malzeme, Ogiitme, piiskiirtme,
termal/lazer ablasyon vb. gibi ¢esitli teknikler kullanilarak boyut kii¢liltme yoluyla daha
kiiciik ince pargaciklara ayrilir. Asagidan yukariya yaklasimda, nanopartikiiller
kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilarak atomlarin kendiliginden bir araya gelerek
nano boyutlu parcaciklara doniisen yeni c¢ekirdeklere doniismesiyle sentezlenir ve
"asagidan yukartya" yontemler kimyasal indirgeme, elektrokimyasal yontemler ve sono

ayrisma yontemlerini i¢erir (Gour and Jain 2019).
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NANOPARTiKUL SENTEZi
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Sekil 2.7. Nanopartikiillerin ¢esitli sentezlenme yontemleri (Patra and Baek 2014)

Nanopartikiiller, kimyasal, fiziksel, biyolojik ve hibrit teknikleri iceren cesitli
yontemler kullanilarak sentezlenebilir (Tiwari, Behari et al. 2008, Luechinger, Grass et
al. 2010). Fiziksel yontemler plazma arki, bilyali 6giitme, termal buharlastirma, sprey
piroliz, ultra ince filmler, darbeli lazer desorpsiyon, litografik teknikler, piiskiirtme
biriktirme, katman katman biiylitme, molekiiler 15in epitazisi ve nanopartikiillerin
difiizyon alev sentezi yoOntemlerini igerir. Benzer sekilde, nanopartikiiller
elektrodepozisyon, sol-jel islemi, kimyasal ¢ozelti biriktirme, kimyasal buhar biriktirme

yumusak kimyasal yontemi, Langmuir Blodgett yontemi, katalitik yol, hidroliz birlikte
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¢cOktiirme yontemi ve 1slak yontemler gibi kimyasal yontemlerle sentezlenebilir.
Kimyasal ve fiziksel yontemler, ¢evreye ve insan sagligina zararli yiiksek radyasyon ve
yiiksek konsantrasyonlu indirgeyiciler ve sabitleyici ajanlar kullanmaktadir. Bu nedenle,
nanopartikiillerin biyolojik sentezi, tek adimli ve gevre dostu bir biyo-indirgeme
yontemidir ve sentezlemek i¢in daha az enerji kullanilir (Parveen, Banse et al. 2016).
2.3.1.1. Yesil Sentez (Biyosentez) Yontemi
Nnanopartikiillerin iiretilmesi i¢in geleneksel yontemler ge¢mis yillardan beri
kullanilmaktadir, ancak arastirmalar yesil Sentezin nanopartikiil iiretimindeki ytliksek
basar1 sansi, diisik maliyet ve karakterizasyon kolayligi gibi avantajlari nedeni ile
geleneksel yontemlere gore daha etkili oldugunu kanitlamistir (Abdelghany, Al-Rajhi et
al. 2018). Nanopartikiillerin sentezlenmesine yonelik fiziksel ve kimyasal yaklagimlar,
toksik metabolizma {iriinleri olusturmalar1 nedeniyle ¢evre iizerinde c¢esitli tehditler
olusturmaktadir. Nanopartikiillerin bitki bazli sentezi bitki 6zii ile bir metal tuzunun
sentezlenerek yanitin tipik oda sicakliginda birkag saat i¢inde tamamlandigi zahmetsiz
bir yontemdir (Gour and Jain 2019). Bu stratejiye, oOzellikle diger metalik
nanopartikiillerle karsilagtirildiginda daha giivenli olan Ag ve altin (Au) nanopartikiil
{iretimi icin dzellikle son on yilda ¢ok fazla odaklanmilmustir. Insan saglig1 ve gevre igin
zararli ve toksik olan daha fazla kimyasalin kullanilmasi, partikiil reaktivitesini ve
toksisitesini artirabilir ve bu nedenlerle de saglik {izerinde istenmeyen olumsuz etkilere
neden olabilir (Hussain, Singh et al. 2016). Yesil sentez yontemleri, nanopartikiillerin
toksisitesini azaltma potansiyelleri nedeniyle oldukga tercih edilmektedir. Buna gore
vitaminlerin, aminoasitlerin, bitki 6zlerinin kullanim1 giiniimiizde olduk¢a popiiler hale
gelmistir (Baruwati, Polshettiwar et al. 2009).
Bitki oziitleri, mikroorganizmalar, enzimler gibi dogal ajanlar ile modifiye edilmis
giimiis nanopartikiiller (AgNP'ler), {istiin antimikrobiyal &zellikleri nedeniyle tibbi
uygulamalarda toksisite kaynakli problemlerinin {istesinden gelmek amaciyla ilag
dagitimi, biyomedikal algilama, molekiiler goriintiileme ve kanser fotodinamik tedavisi
gibi biyomedikal uygulamalarda énemli 6lgiide kullanilmaktadir.
2.3.1.2. Bitki Oziitiine Dayah Yesil Sentez Yéntemi

Bitki yapragi ekstraktlarinda bulunan fitokimyasallar, daha uzun inkiibasyon
stiresi gerektiren mantar ve bakterilere kiyasla metal iyonlarini ¢ok daha kisa bir siirede
indirgeme potansiyeline sahiptir (Jha, Prasad et al. 2009). Bitkilerde bulunan ana
fitokimyasallar, nanopartikiillerin biyo-rediiksiyonundan sorumlu olan flavonlar,

terpenoidler, karbonhidratlar, ketonlar, aldehitler, karboksilik asitler ve amidlerdir
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(Prathna, Mathew et al. 2010). Bitki 6ziitii, nanopartikiil sentezini kolaylastirmak i¢in
sentez siirecinde hem indirgeyici hem de stabilize edici ajan olarak ikili bir rol oynar
(Malik, Shankar et al. 2014). Bitki yapragi 6ziitliniin bilesimi, nanopartikiil sentezinde
onemli bir faktordiir ve bitkilerin farkli konsantrasyon seviyelerinde fitokimyasallar
icermesi nanopartikiil sentezini etkilemektedir. (Li, Xu et al. 2011, Mukunthan and
Balaji 2012).

Flavonoidler, metal iyonlarin1 azaltma konusunda gelismis bir yetenege sahip
cesitli fonksiyonel gruplar igerir. Reaktif hidrojen atomu, flavonoidlerde enol formunun
keto formuna doniistiiriildiigii totomerik doniisiimler nedeniyle salinir. Bu islem, metal
iyonlarinin metal nanopartikiillere indirgenmesiyle gerceklestirilir.

Bitki oziitleri, metalik nanopartikiillerin olusumunu tesvik etmek icin indirgeyici
bir ajan gorevi goren karbonhidratlardan ve protein biyomolekiillerinden olusur (Iravani
2011). Flavonlar, alkaloidler, fenoller ve antrasenler gibi fitokimyasallarda bulunan
fonksiyonel gruplar (-C-O-C-, -C-O-, -C=C- ve -C=0- gibi), metalik
nanopartikiillerin olusumuna yardimci olabilir. FTIR analizine dayanarak yapilan bir
cgaisma -C-O0-C-, -C-O0-, -C=C- ve -C=0 gibi fonksiyonel gruplarin
nanopartikiillerin kapama ligandlart oldugunu géstermistir (Mude, Ingle et al. 2009).
Kapama ligandlarinin nanopartikiil sentezindeki temel gorevi, daha fazla biiyiime ve
aglomerasyonu 6nlemek i¢in nanopartikiilleri stabilize etmektir.

Hidrokinon, plastohidrokinon veya kinoliin bilesiklerinin siklik olmayan
fotofosforilasyon yoluyla glimiis iyonlarinin giimiis nanopartikiillere indirgenmesinde
ana indirgeme ajani olarak hizmet ettigini varsayan bir deney (Kesharwani, Yoon et al.
2009), bitki ekstraktinda bulunan biyomolekiillerin, metalik nanopartikiillerin bitkiler
tarafindan hiicre disi sentezinden sorumlu oldugunu kanitlamaktadir. Alkaloidler,
terpenoidler, fenolik asitler, sekerler, polifenoller ve proteinler dahil olmak {izere ¢ok
sayida bitki fitokimyasalinin metal tuzunun metalik nanopartikiillere biyo-
rediiksiyonunda 6nemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Bu amacla sardunya yaprag:
ekstrakt: ile yapilan bir ¢alisma (Shankar, Ahmad et al. 2003), terpenoidlerin, giimiis
iyonlarinin nanopartikiillere doniisiimiinde aktif olarak rol aldigini dogruladi. Eugenol
de tar¢in, karanfil gibi bitki 6ziitlerinin ana terpenoid bilesenidir ve biyorediiksiyon i¢in
cok dnemli bir rol oynayarak AgNO; metal tuzlarini ilgili metal nanopartikiillerine
donistiriir. FTIR verileri, Eugenolden kaynaklanan —OH gruplarinin Au ve Ag
nanopartikiillerinin ~ olusumu  sirasinda  kayboldugunu gostermistir. Au

nanopartikiillerinin olusumundan sonra karbonil, alkenler ve kloriir fonksiyonel gruplari
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ortaya ¢ikmaktadir. Au nanopartikiillerin {iretilmesinin dnce ve sonrasinda birkag bagka
gruplarin ise [R — CH ve —OH (suda)] varligin1 siirdiirdiigii bulundu (Singh, Talat et al.
2010).

Genel olarak, Sekil 2.8’de de verildigi gibi bitki 6zlerinden metalik nanopartikiil
sentezinin ti¢ fazi vardir:

(1) Aktivasyon fazi: Metal iyonlarimin/tuzlarinin  biyo-rediiksiyonu ve
indirgenmis metal iyonlarmin ¢ekirdeklenme siireci,

(2) Biiyiime fazi: Cozelti i¢indeki daha kiigiik parcaciklarin ¢oziildiigli ve yiizey
alan oraninin en aza indirildigi termodinamik agidan daha kararli bir duruma ulagsmak
icin daha biiyiik parcaciklar lizerinde birikmesi olarak tanimlanan Ostwald olgunlasmast
olarak kabul edilen bir siire¢ (Lochhead 2017),

(3) Sonlandirma asamasi: Nanopartikiillerin son seklini tamamlamas1 (Singh,

Dutta et al. 2018).

Pt

indireenme

Biyo-indirgenme ajanlan (Enzim,

proteim, polifencl, terpencid vh.)

Biiyiime

Stabilizasvon

Sekil 2.8. Metalik nanopartikiil sentezlenme mekanizmasi1 (Mittal, Chisti et al. 2013)

2.3.1.3. Giimiis Nanopartikiiller

Gumiis parcaciklarinin nanometre boyutunda bir koloidi olarak tanimlanan
giimiis nanopartikiiller antimikrobiyal 6zellikleri nedeniyle biyomedikal alanda en ¢ok
kullanilan metalik nanopartikiillerden biridir (Fathi-Achachelouei, Knopf-Marques et al.
2019). Giimiis materyallerin uzun zamandir giiglii inhibitor ve bakteri yok edici etkilerin

yan1 sira yiizyillar boyunca cesitli hastaliklari, 6zellikle enfeksiyonlar1 dnlemek ve
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tedavi etmek icin kullanilan genis bir antimikrobiyal aktivite spektrumu oldugu
bilinmektedir (Shankar, Rai et al. 2005). Giimiis, memeli veya bakteri hiicreleri
tarafindan emilimi zor inert bir metaldir. Fakat yara sivilarina maruz kaldiginda kolayca
iyonize olarak proteinlere ve hiicre zarlarina yapisan son derece reaktif bir maddeye
doniistir. Glimiis iyonu, solunum enzimlerini ve mikrobiyal elektron tagiyan boliimleri
zehirleyerek ve bakterilerin ¢esitli DNA aktivitelerini devre dis1 birakarak
mikroorganizmalar1 oldiiriir ve onlara bliyiik olgiide zarar verir (Wright, Lam et al.
1998). Giimiis iyonunun engelleyici performansi, hiicre solunum enzimlerinde bulunan
tiyol gruplart ile yogun baglanabilme kabiliyetinden kaynaklanmaktadir. Ek olarak,
giimiis iyonu hiicre yapisini olusturan proteinlerle ve oOzellikle DNA bazlariyla
etkilesime girerek replikasyonu engelleyebilir (Russell and Hugo 1994).

Nanopartikiil seklindeki giimiis ise diisiik toksisite ve giiglii antibakteriyel
Ozelliklere sahip 6nemli bir malzeme olarak incelenmistir (Walder, Pittet et al. 2002,
Gaonkar, Sampath et al. 2003, Li, Leung et al. 2006, Chen and Schluesener 2008,
Egger, Lehmann et al. 2009, Haghgoo, Saderi et al. 2014). Giimiis nanopartikiiller, yara
ortiileri gibi farkli yara bakim malzemelerinde kullanilmaktadir (Crabtree, Burchette et
al. 2003, Ip, Lui et al. 2006). Giimiis ve altin gibi nano boyutlu metal pargaciklar
mikroorganizmalar i¢in olduke¢a toksiktir. Giimiis partikiillerle karsilastirildiginda, nano
Olgekli partikiiller daha genis bir yiizey alanina sahiptir ve mikrobiyal DNA'ya
baglanarak bakteriyel replikasyonu onlemede daha fazla antimikrobiyal aktivite gosterir
(Leaper 2006).

AgNP’ler antifungal, antienflamatuar, antiviral, antianjiyogenez ve antitrombosit
aktiviteye sahiptir (Wiley, Im et al. 2006). Gliimiis ve AgNP'lerin en 6nemli uygulamasi
yanik ve agik yaralara karst enfeksiyonun oOnlenmesi ic¢in kullanildigi medikal
endistrisidir. Yapay doku iiretiminde onemli bir sorun olan bakteriyel enfeksiyon
AgNP'lerin kullanimi ile 6nlenebilmektedir (Guzman, Dille et al. 2009). AgNP'lerin ¢ok
sayida antimikrobiyal ve antifungal uygulamasi1 mevcuttur. AgNP'ler, kardiyovaskiiler
implantlar, yara Ortiileri, kateterler, ortopedik implantlar, dis kompozitleri, nano-
biyosensor gibi terapotik uygulamalarda antibakteriyel kaplama malzemesi olarak genis
capta kullanilmaktadir (He, Liu et al. 2016).

Periferik sinir hasarinda travma sonrasi enfeksiyon olusumu ameliyat sonrasi
antibiyotik kullanimimin artmasina neden olmustur. Gilimiis nanopartikiiller ise
bakterileri yok etmek ve enfeksiyon riskini ortadan kaldirmak ig¢in uygun bir

antibakteriyel aday olarak diisiintilebilir (Gristina and Costerton 1985).
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2.3.1.4 Kekik (Thymus Vulgaris L.)

Thyme ismi yunanca olup “tiitsilemek, dezenfekte etmek” anlamlarina
gelmektedir (Grieve 1992). Kantitatif olarak timol ve karvakrol, kekik ekstraktinin ana
bilesenleridir. Timol ve diger fenolik bilesenler, hiicre zarinin gegirgenliginde bir artisa
ve bakteriyel enzim sistemleri hayati hiicre i¢i maddelerinin azalmasina neden olan
mikroorganizmalari inhibe eder. Kekigin antioksidan kapasitesi, timol ve karvakrol gibi
aktif bilesiklerinden gelir (Tural and Turhan 2017). Timol (2-izopropil-5-metilfenol),
Thymus vulgaris, Monarda punktuate ve Origanum vulgare gibi gesitli aromatik bitki
tirleri tarafindan {retilen monoterpenik bir fenoldiir. Kekik bitkisinin ¢esitli
calismalarda antimikrobiyal (Marino, Bersani et al. 1999, Rota, Herrera et al. 2008),
antioksidan ve antikanser 6zelliklerinin oldugu bulunmustur (Nikoli¢, Glamoclija et al.

2014). Antiseptik, karminatif, antimikrobiyal ve antioksidatif 6zelliklerinden dolay1

Thymus yiizyillardir geleneksel tipta kullanilmaktadir.

Antimikrobiyal

Antioksidatif

Sekil 2.9. Kekik bitkisinin 6zelliklerinin sematik gosterimi (Komaki, Hoseini et al. 2016)

Gegmis yillarda kekik bitkisi, igerisinde bulunan bol miktarda aktif timol
molekiilii nedeniyle damar sertligi, solunum yolu hastaliklar1 (bronsit, astim, oksiiriik),
idrar yolu enfeksiyonlari, dis agrisi, dispepsi, endokardit, pndmoni ve septisemi
tedavisinde kullanilirdi. Kekik bitkisi, Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan Genel
Giivenli Olarak Taninan (GRAS) statiisiinde tanimlanmistir (Lorenzo, Mousavi
Khaneghah et al. 2019). Hem kekik bitki 6ziinde hem de ugucu yagda bulunan timol,
bakteri zarini istikrarsizlastirarak bakterileri 6ldiirme kabiliyetine sahiptir (Wang, Wang
et al. 2015, Nasrollahzadeh, Sajadi et al. 2016, Ananda, Manukumar et al. 2017).
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Yapilan bir aragtirmada Thymus Vulgaris L. bitkisinin yara iyilestirmede kitosanla
birlikte kullanildiginda artan antibakteriyel aktiviteye ek olarak su buhari ve oksijen
iletim oranlarinda hafif bir artisa yol ac¢tigi gozlendi (Altiok, Altiok et al. 2010). Bu
Ozellikler ideal yara iyilestirici malzemeler i¢in en 6nemli 6zellikler oldugundan, kekik
yag1 i¢ceren nanomalzemeler yara iyilestirici, hasarli doku onarici olarak kullanilabilir.
Kekik bitkisinin monoterpenoid fenol tiirevi olan timol kimyasal bileseni, biyo-
rediiksiyon siirecinde indirgeyici ve stabilize edici bir rol oynamaktadir. Staphylococcus
aureus (MRSA) 090 bakterisine kars1 kekik oziitliyle yesil sentezlenmis AgNP’lerin
gelistirildigi bir ¢aligmada, yesil sentezlenmis AgNP’lerin kekik oziitiine kiyasla iistiin
terapotik Ozelliklere sahip oldugu, PBMC (Periferik kan mononiikleer hiicreleri)
hiicrelerine kars1 ihmal edilebilir bir toksisite, 549 ve MCF-7 hiicre hatlarina kars1 anti-

kanser 6zelligi gosterdigi bulundu (Manukumar, Yashwanth et al. 2020).

OH CHs,
CHa

Sekil 2.10. Kekik bitkisinin monoterpenoid fenol tiirevi olan timol kimyasal bileseni

2.3.2. Nanofiber ve Uretim Yéntemleri

Elyaf biliminde, genellikle ¢ap1 50 ila 300 nm arasinda degisen ve geometrik
acidan ise ince, uzatilmis, ipliksi yapida bulunan elyaflar nanofiber olarak adlandirilir
(Hagewood 2002). Bu elyaflarin digerlerinden farki, daha kiiciik ve oldukg¢a gdzenekli
bir yapiya sahip olmasi ve ylizey alanlarinin hacimlerine oranla daha fazla olmasidir.
Birim hacme diisen tanecik sayisinin, c¢aplarinin nanoboyutta olmasi nedeniyle, ¢ok
fazla olmasindan dolay1r bu 6zellikleri kazanabilmislerdir. Nano boyuttaki bu elyaflar
makro boyuttaki malzemelere gore fiziksel anlamda daha farkli davrandiklari gibi,
yapisal olarak da daha farkli 6zellikler sergilerler. Bu malzemeler tarafindan sergilenen
yeni Ozellikler, alisilmadik mekanik, termal, biyolojik, optik, manyetik ve elektriksel

Ozelliklere doniisen kiiclik boyutlarindan kaynaklanmaktadir. Bu yiiksek yiizey
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alant/hacim, cok gozeneklilik ve farkli davranma karakteristikleriyle nanofiberler
malzemenin performansini istenilen mekanik, elektriksel vb. yonde artirmak igin
kullanilir (Almetwally, El-Sakhawy et al. 2017). Bu sayede nanofiberler; fonksiyonel
grup, molekiil, iyon ve bunun gibi nano 6l¢ekli partikiillere baglanabilir. Nanofiberlerin
cok gozeneklilik yapisal 6zelligi sayesinde kimyasallar ve nano pargagiklar daha hizli
diftizyona ugrayarak malzemenin homojenliginin korunmasina yardimci olurlar (Teo,
Ramakrishna et al. 2009).

Nanofiberler, c¢ok cesitli sentetik veya dogal polimerlerden, metallerden,
seramiklerden, karbon ve kompozitlerden elde edilebilir (Huang, Zhang et al. 2003).
Nanofiberlerin tliretimi igin ¢esitli metotlar kullanilmaktadir. Bu yontemler ¢ekme,
sablon sentez, faz ayrimi islemi, kendiliginden tutunma, eriyik {ifleme ve son olarak
gelistirilen elektro-egirme yontemidir. Bu yontemlerden elektro-egirme yontemi
uygulama alaninin gok genis olmasi ve iiretimin tek asamali, kisa zamanl ve diisiik
maliyetli olmasi sebepleriyle en ¢ok tercih edilen yontemdir. Diger geleneksel iiretim
tekniklerinde elyaf, bir grup gerilme, yercekimi, aerodinamik, reolojik ve eylemsizlik
kuvvetlerine maruz birakilir. Elektro-egirme sirasinda ise, liflerin sarimi 6ncelikle bir
elektrik alanmmin varli@inda indiiklenen yiiklerle polimerin akisinin eksen boyunca
olusturulan gerilme kuvvetleri ile elde edilir (Subbiah, Bhat et al. 2005). Uretilen
nanofiberler genellikle dokunmamis (nonwoven) bir mat olusturur. Birbirinden ayri
ayrt olusmus birkag cm uzunlugundaki nanofiber parcalar siralanir ve bu mati
olusturmak i¢in toplanir.

2.3.3. Elektro-egirme Yontemi ile Nanofiber Uretimi

"Elektro-egirme (electospinning)" kelimesi, "elektrostatik egirme (electrostatic
spinning)" kavramindan tiiretilmistir (Bhardwaj and Kundu 2010). Elektro-egirme
yontemi; polimer, kompozit, metal ve seramik gibi ¢esitli malzemelerden siirekliligi
olan ultra ince bir lif iretmek amaciyla kullanilan uygulamasi kolay, hizli ve kapsamli
bir tekniktir (Al-Hazeem 2018). Bu yontem ile mikrometre araliginda ¢ap1 olan polimer
elyaf tiretim kapasitesine sahip 1slak egirme, kuru egirme, eriyik egirme, jel egirme gibi
geleneksellesmis nanofiber {iretimi tekniklerinin aksine nanometre boyutlu c¢ap
araliginda polimer elyaf ftretimi gergeklestirilebilir. Tablo 2.2’de elektro-egirme
yonteminin avantaj ve dezavantajlarinin diger yontemlerin avantaj ve dezavantajlari ile
karsilagtirmas1 yapilmistir. Tipik olarak elekto-egirme teknigi ile iiretilen nanofiber
matrisler % 90'dan fazla gozeneklilige sahiptir ve ¢aplar1 200 nm ila 5 um arasindadir
(Kramschuster and Turng 2013).
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Tablo 2.2. Nanofiber fabrikasyon tekniklerinin avantaj ve dezavantajlarinin karsilagtirilmasi (James,

Uretim Teknigi

Cekme

Sablon Sentez

Faz Ayrimi

Molekiiler  Kendiliginden

Tutunma

Elektro-egirme

Nukavarapu et al. 2008)
Avantajlar

= Arag gerecin basit olmasi

= Uretim sirecinin sirekliligi

= Fiber capinin farkli sablonlarla
cesitlendirilebilmesi

= Arag gerecin basit olmasi

= isleme uygunlugu

= Fiber matrisinin mekanik
ozelliklerinin polimer karisimina bagh
olarak kontrol edilebilmesi
*Fiberin sadece birka¢ nm veya
birka¢ mikron uzunlugunda
Uretilebilmesi

= Basit diizenek, slireg

= Uretim siirecinin stirekliligi

Dezavantajlar
= Uretimin stirekli olmamasi
= Olgeklendirilememesi

*Boyutlarin kontrol edilememesi

= Olgeklendirilememesi

*Birkag polimerle sinirli olmasi
= Olgeklendirilememesi
. Boyutlarin kontrol

edilememesi

= Sirecin karmasiklig

= Olceklendirilememesi
*Boyutlarin kontrol edilememesi
= Jet kararsizligi

= Toksik ¢ozlictler

= Diger yontemlere kiyasla diistik
maliyetli olmasi

= Olgeklendirilebilir olmasi

= Birkag nanometreden mikron

boyutlu ¢capa sahip fiber tretimi

Elektro-egirme, yiiksek gerilimli bir elektrik alan kullanilarak elektrostatik
kuvvetlerin yardimiyla elyaflarin egrilmesi islemidir. Elektro-egirme yonteminin temel
prensibi, elektrik alani etkisiyle nanofiberlerin olusumuna dayanir. Bu islem temel
olarak Sekil 2.11'de gosterildigi gibi bir siringa pompasi, metalik bir igneye bagl bir
cam veya plastik siringa, yiiksek voltajli bir giic kaynagi ve iletken toplayicidan olusan
basit bir diizenek gerektirir. Siringa pompasi, siringa igerisindeki siviyr (¢ozelti, eriyik)
sabit bir besleme hizinda sikistirarak igne ucunda asili bir damlacik olusturmak igin
kullanilir. Gii¢ kaynagindan genellikle 5-30 kV uygulanan yiiksek voltaj, metalik igne
tizerinden gegen polimer ¢ozeltisine uygulanir ve bu sayede polimer ¢ozeltisi elektrik
yiikleri ile yiiklenir (Teo and Ramakrishna 2006). Elektriksel kuvvetler, polimerik
¢ozeltiyi igne ucunda tutan ¢ozelti ylizey gerilim kuvvetinin iistesinden geldiginde, igne

ucundan polimerik bir jet yayilir ve toplayiciya dogru hareket eder. Cozelti jeti bu
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kirpma kararsizligindan kurtulmak i¢in uygun bir viskoelastisite saglamalidir. Coziici,
polimerik jetten hizla buharlasinca kiitle aktarimi meydana gelir ve sonug olarak
malzeme nanofiber olarak kolektor tizerinde sarilarak toplanir (Liang, Hsiao et al. 2007,
Sill and von Recum 2008). Jet yiizeyinde ayn1 isarete sahip elektrik yiiklerinin itilmesi
egrilmis jetin gerilmesine yol acar, bu sayede c¢api birkag nanometreden birkag
mikrometreye kadar olan elyaf iiretilebilir.

Elektro-egirme isleminin genellikle diizgiin, tekrarlanabilir olmasi i¢in nem,
sicaklik, atmosfer basinci gibi ¢evresel faktorlerin kontrol edilebildigi bir ortama ihtiyag
vardir (Xie, Li et al. 2008).

Ozetle, bir elektro-egirme islemi su asamalardan olusur:

i) asili damlaciklarin elektrik yiikii ile yiiklenmesi;

i) igne ucunda koni jetinin (Taylor konisi) olusumu;

iii) sabit jetin inceltilmesi;

Iv) nanometre 6l¢egi boyutlarinda gap kiigiilmesine neden olan jet kararliliginin
baslamasi ve biiylimesi

v) nanofiberlerin farkli formlarda kolektorde toplanmasi (Rutledge and Fridrikh

(/AH

2007).

Doner tambur kollektor

Yiiksek voltaj i

Siringa Pompasi o -
giic kaynag

Sekil 2.11. Elektro-egirme diizenegi sematik gosterimi
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2.3.3.1. Elektro-egirme Yontemini Etkileyen Parametreler

Elektro-egirme yontemiyle farkli morfolojilerde nanofiberler olusturmak igin
parametrelerin istenilen yonde degistirilmesi gerekir. Elektro-egirme yontemine etki
eden parametreler; islem parametreleri (uygulanan elektrik alani, igne ucu/kolektor arasi
mesafe ve besleme veya akis hizi), ¢evreye bagl parametreler ve ¢ozelti parametreleri
(yogunluk, viskozite, iletkenlik, molekiiler agirlik ve yiizey gerilimi) olarak ayrilabilir
(Bhardwaj and Kundu 2010).
1.3.3.1.1. Cozelti Parametreleri

Cozelti 6zellikleri elyaf morfolojisi iizerinde biiyiik bir etkiye sahiptir. Cozelti
Ozellikleri arasinda viskozite, yogunluk, iletkenlik, yiizey gerilimi, polimer molekiil
agirligl, dipol momenti ve dielektrik sabiti vb. bulunmaktadir. Cozelti 6zelliklerinin
etkilerini izole etmek zor olabilir, ¢linkii bir parametreyi degistirmek genellikle diger
cozelti ozelliklerini etkileyebilir. Ornegin, iletkenligi degistirmek de viskoziteyi
degistirebilir. Bu nedenle tiim parametreler birbirinden ayri distiniilemez (Pham,

Sharma et al. 2006).

Cozeltinin viskozite, Molekiil agirhgi ve Yogunluk Ozellikleri: Cozelti
viskozitesi, polimerik elyaflarin egrilmesi sirasinda lif boyutunun ve morfolojisinin
belirlenmesinde onemli bir rol oynar. Cok diisiik viskozite ile siirekli 1if olusumunun
saglanmadig1 ve ¢ok yiiksek viskozite ile jetlerin polimer ¢6zeltisinden itilmesinin zor
oldugu, dolayisiyla elektro-egirme islemi i¢in en uygun viskozite gereksiniminin oldugu
bulunmustur. Elektrik alani etkisiyle olusan polimer jetindeki molekiil zincirlerinin
birbirleri lizerinde kayarak hareket etmelerini saglayan viskoelastik kuvvet, jetin uzayip
gerilmesini saglar. Cozelti viskozitesinin yetersiz oldugu durumda jetin gerilmesi
saglanamayacagindan boncuklu goriiniime sebep olur (Ramakrishna 2005). Cok daha
diisiik oldugunda ise jet olusumu gerceklesemez ve polimer ylizeyinde damla damla
sprey seklinde olusum gozlenir. Her bir polimer ve ¢oziicli icin gerekli olan viskozite
degeri farklilik gosterir. Farkli viskozitelerin etkisini gdstermek isteyen arastirmacilar
cesitli Polietilen oksit (PEO) konsantrasyonlar1 iceren PEO/su ¢ozeltilerinden elde
edilen liflerden, 800 cP (santipoiz)’den daha diisiik viskoziteye sahip ¢6zeltilerin islem
sirasinda damlaciklara doniistiiklerini, 4000 cP’den daha yiiksek viskoziteye sahip
cozeltilerin islem i¢in ¢ok kalin oldugunu ve igneden gecemeyerek jet olusamadigini
bulmuslardir (Doshi and Reneker 1993). Elekto-egirme igin 1-215 P (Poise) arasinda

viskozitesi degisen PEO ¢ozeltileri kullanilan deneyde ve bu malzeme igin 1-20 P arasi
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viskozitenin en uygun oldugunu bulmuslardir (Bhardwaj and Kundu 2010). Viskozite,
polimer yogunlugu ve polimerin molekiil agirlig1 birbiriyle iliskilidir. Cozeltinin
viskozitesinin belirlenmesinde molekiil agirlig1 biiyiik bir rol oynar. Polimerin molekiil
agirhiginin yiiksek olmasi daha karmasik ve uzun bir zincir yapisina sahip oldugundan
esit oranlardaki diisiik molekiil agirligina sahip ¢ozeltilere gore daha viskoz bir ¢ozelti
olugmasina yol agar. Bununla birlikte, farkli molekiiller farkli zincir i¢i etkilesimlere
sahip olduklar1 i¢in en uygun molekiil agirligr araliginin ¢ogunlukla polimer tipine baglh
olduguna dikkat edilmelidir (Shenoy, Bates et al. 2005, Tan, Inai et al. 2005). Ornegin,
Polivinil alkol (PVA) veya Polivinil pirolidon (PVP) gibi sentetik polimerler ~ 1.3 x
106 kadar yiiksek molekiil agirliklarinda bile egrilebilirken, kitosan gibi dogal
polimerler egrilebilmek i¢in ¢ok diisiikk molekiil agirliklarina ihtiya¢ duyar (Hosseini
Ravandi, Gandhimathi et al. 2013). Bir arastirma sonucuna gore, diisiik molekiiler
agirlikli ¢ozeltinin lifler yerine boncuk olusturma egiliminde oldugunu ve yiiksek
molekiiler agirlikli ¢ozeltinin daha biiyiik ortalama caplara sahip boncuksuz lifler

sagladigin gostermektedir (Jacobs, Anandjiwala et al. 2010).

Sekil 2.12. Elektro-egirme sirasinda diisiikten yiiksege farkli konsantrasyonlardaki nanofiberlerin SEM
gorintiileri (Li and Wang 2013)

Cozelti yogunlugu da molekiiler agirlik gibi viskoziteye etki eden 6nemli bir
faktordiir. Yogunlugu yiiksek ¢ozeltiler karmasik molekiil zincir yapisina neden olup
viskoziteyi artirmaktadir. Cozelti, zincir dolagmasinin meydana gelmesi i¢in yeterince
yiiksek bir polimer yogunluguna sahip olmalidir; bununla birlikte, ¢cozelti ¢ok seyreltik
veya ¢ok yogunlastirilmis olmamalidir. Polimer yogunlugu, her ikisi de elektro-egirme
isleminde ¢ok Onemli parametreler olan ¢ozeltinin hem viskozitesini hem de yiizey

gerilimini etkiler. Cozelti ¢cok seyreltilmisse, polimer lifleri, diisik yiizey geriliminin



35

etkisi nedeniyle toplayiciya ulasmadan Once damlaciklara ayrilir. Bununla birlikte,
¢ozelti ¢ok yogun ise, yiiksek viskozite nedeniyle lifler olusturulamaz, bu da ¢ozelti akis
hizin1 igneden kontrol etmeyi zorlastirir. Diger tim parametreler sabit tutuldugunda
elyaflarin elektrostatik olarak egrilebildigi en uygun polimer yogunlugu araligi
mevcuttur. Belirli bir noktaya kadar artirilan ¢ozelti viskozitesindeki veya
yogunlugundaki bir artis; boncuksuz, daha diizgiin bir goriinlime ve daha biytk lif
capia yol agar (Deitzel, Kleinmeyer et al. 2001, Andrady 2008). Yiiksek viskozitenin
liflerin toplanma alanina etkisi de bulunmaktadir. Viskozitenin artmasiyla jetin
kararsizlig1 azalarak lifler daha kii¢iik bir alanda yayildigindan ¢ozelti daha az uzar ve
daha biiyiik ¢apta fiberler gézlenir (Ramakrishna 2005).

Iletkenlik: Elektro-egirme isleminde jet olusumu gozlenebilmesi icin ¢dzeltinin
belli bir iletkenlik seviyesinin iizerinde olmasi gerekir. Cozelti iletkenligi, elektro-
egirme siirecinde elektriksel kuvvetler araciligiyla polimer jeti iizerindeki molekiil
zincirlerinin gerilip birbirleri iizerinde hareket ederek gerilmesini sagladigindan énemli
bir parametredir. Iletkenlik, ¢dzeltiyi olusturan polimer ve ¢dziicii segimi ile sonuglanan
iyon seviyesine baghdir. iletkenlik, diger ¢ozelti parametrelerine benzer sekilde uygun
deger araliginda olmalidir, clinkii diisiik iletkenlik yetersiz uzama ve boncuk olusumuna
neden olurken, yiiksek iletkenlik siddetli jet kararsizligmma ve degisken lif capi
dagilimina neden olur (Uyar and Besenbacher 2008). Iletkenlik arttikca, ¢dzeltinin yiik
tasima kapasitesi artarak daha az voltaja ihtiya¢ duyar, yiikler birbirlerini daha erken
itmeye baslar ve Whipping kararsizligi daha erken baslar. Sonug¢ olarak, uygulanan
elektrik alanindan daha fazla etkilenerek daha fazla gerilmeye maruz kalir. Bu,
iletkenligin jet kararsizligmi ve ¢ozilicli buharlagmasini arttirdig1 igin elyaf c¢apinin
azalmasina sebep olur (Sasmazel and Ozkan 2013). Iletkenlik azalmas: durumunda ise
polimer jeti yeterince gerilemeyecegi icin bu durum boncuklu yapiya sebep olur.
Baumgarten, fiber cap1 ile iletkenlik arasinda bir iligki oldugunu; elyaf capinin, ¢ozelti
iletkenliginin kiip kokiiyle ters orantili oldugu 6ne siirmiistiir (Baumgarten and science
1971). Cozelti iletkenliginin yetersiz oldugu durumlarda iletkenlik, ¢ozeltideki yiik
tasiyan iyon yogunlugunu artirmak amaciyla ¢ozeltiye sodyum kloriir (NaCl) ve kalsiyum
kloriir (CaCl2) gibi tuzlarin eklenmesi ile artirilabilir (Kim, Lee et al. 2005). PEO/su
¢ozeltisinin iletkenligindeki degisimin elektro-egirme islemi ve lif morfolojisi
tizerindeki etkilerinin kapsamli bir aragtirmasi1 (Angammana and Jayaram 2011) sonucu

PEO c¢ozeltisinin iletkenliginin jet akim1 ve jet yolu tizerindeki etkileri ¢ozeltiye NaCl
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eklenmesi ile Sekil 2.13’te gosterildigi gibi fiber yilizeyi tizerinde ¢ikintinin olusmasiyla

sonuc¢lanmistir.

Sekil 2.13. Farkli iletkenlikte PEO/NaCl liflerinin 6rneklerinin FESEM goriintiileri. (a) 5g/0 g, (b) 5 g/
0.19,(c)59/0.2g,(d)59/0.5g,(e)5g/1.25gve (f) 5g/2 g (Angammana and Jayaram 2011)

Yiizey gerilimi: Yiizey gerilimi, ¢6zeltinin yiizey alanin1 en aza indirmesi igin
olusturdugu kuvvete karsilik gelir. Farkli bir deyisle, sivinin yilizey alanin1 1 cm?
genisletmek igin gerekli olan enerji miktaridir (Stranger, Tucker et al. 2005). Elektro-
egirme islemi yiikli ¢ozeltinin yiizey geriliminin Uistesinden gelmesiyle basladigindan
yiizey gerilimi onemli bir parametredir. Sisteme yeterli voltaj uygulandiginda igne
ucundaki polimer ¢ozeltisinden olusan damlaciktaki yiiklerin itme kuvvetleri, yilizey
gerilimi kuvvetinin istesinden gelir ve Taylor konisinden gerilip incelen bir jet olusumu
gozlenir (Subbiah, Bhat et al. 2005). Yiizey gerilimi, bir sivinin birim kiitlesi bagina
yiizey alanini azaltma etkisine sahiptir. Bu durumda, diisiik viskoziteye sahip ¢oziicii
molekiillerinin yiiksek yogunluklu c¢ozeltilerde serbest ¢oziicii molekiiller fazlaca
oldugundan ¢oziici molekiillerinin yiizey gerilimi nedeniyle kiiresel bir sekil
olusturmas1 daha biiylik bir egilim gosterir. Daha yiiksek bir viskozite, ¢oziicii ve
polimer molekiilleri arasinda daha fazla etkilesim oldugu anlamina gelir, boylece ¢ozelti
yiiklerin etkisi altinda gerildiginde, ¢oziicii molekiiller dolasmis polimer molekiilleri
lizerine yayilma egilimi gosterir, bdylece c¢oziicii molekiilleri Sekil 2.14 A’da

gosterildigi gibi yiizey geriliminin etkisi altinda bir araya gelir.
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Sekil 2.14. A) Yiiksek viskozitede molekiil polimerlerinin dagilimi B) Diisiik viskozitede ylizey gerilimi
kuvveti altinda ¢6ziicii molekiillerin dolagmig polimer molekiilleri {izerine yayilma egilimi (Ramakrishna
2005)

Yiizey geriliminin etkisini incelemek amaciyla yapilan bir ¢alismada
polivinilpirolido (PVP) polimerinin etanol, dimetilformamid (DMF) ve diklorometan
(DCM)  ¢oziiciileri ile farkli ¢ozeltileri olusturulmustur ve nanofiber iiretimi
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglara gore Sekil 2.15°te gosterildigi gibi diger
coziiciilere gore daha diisiik ylizey gerilimine sahip etanol ile liretilen nanofiberin daha
ince ve diizglin oldugu, yilizey geriliminin artmasinin boncuklu yapiya neden oldugu
goriilmistiir (Yang, Li et al. 2004). Yiizey gerilimini azaltmanin bir bagka yolu ise
¢ozeltiye ylizey aktif madde ilave etmektir. Yiizey aktif madde ilavesinin daha diizgiin
lifler sagladigi bulunmustur. Céziinmeyen yiizey aktif madde ince tozlar halinde bir
¢ozelti icinde dagildiginda bile, elyaf morfolojisini gelistirilmektedir (Ramakrishna
2005).

Sekil 2.15. Farkli ylizey gerilimine sahip PVP nanofiberlerin TEM goriintiileri (Yang, Li et al. 2004)

Coziicii secimi: Bir polimer icin birden fazla ¢oziicli alternatifi bulunabilir.
Coziicii se¢ciminde her bir polimer i¢in farkl farkli ¢oziiciiler mevcut oldugundan
deneme yanilma yoluyla bulunmaktadir (Andrady 2008). En uygun ¢oziiciiyii segerken
¢oziiciiniin, igne ucundan toplayiciya dogru ilerlemesi sirasinda yeterli miktarda

buharlasabilmesine dikkat edilmelidir. Coziicii se¢imi, liflerin gozenek olusturup
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olusturamayacag1 ve lif gozenekliligini etkileyebilecegi konusunda da kritik 6neme
sahiptir (Sill and von Recum 2008). Coziicii uguculugunun elekro-egirme islemine
etkisinin incelendigi bir ¢alismada polistiren elyaf iiretmek i¢in ¢oziicii olarak ¢esitli
oranlarda DMF ve tetrahydrofuran (THF) kullanildi. % 100 THF'den (daha ugucu) elde
edilen elyaflar lif ¢apina bagli olarak fiberin yiizey alanim1 % 20-40 kadar arttiran
yiikksek gozenek yogunlugu gosterdi. %100 DMF'den (daha az ugucu) elde edilen
cOzeltiden iretilen elyaf piiriizsiiz bir yapt olusumu gosterdi. Coziicii ucuculugu
azaldikca gbézenek yogunlugunun azalmasiyla gézenek boyutunun arttigr gozlenmistir.
Coziicii seciminde ¢oziiclinlin ylizey gerilimi, iletkenlik ve dielektrik ozellikleri de
¢Oziicli uguculugunun yani sira goéz ardi edilmemesi gereken faktorlerdendir.

Coziicii dielektrik sabiti: Kullanilan polimer ve ¢dziiciiye baglh olarak degisen
ve ¢Ozeltinin yiikk tasiyabilme kapasitesini Olcen dielektrik sabiti elektro-egirme
sirasinda molekiillerin depolayabildigi elektrik yiikii kapasitesini gosterir (Ramakrishna
2005). Dielektrik sabiti yiiksek olan ¢ozeltilerden elde edilen elyaflar jetin egrilme
dengesizligi arttigindan daha kii¢lik ¢capa sahip olur ve boncuk olusumu olusma ihtimali
azalir (Hsu, Shivkumar et al. 2004). DMF gibi ¢oziiciiler, fiber morfolojisini gelistirmek
icin dielektrik 6zelligini arttirmak i¢in bir ¢ozeltiye ilave edilebilir (Lee, Kim et al.
2003). Fakat cklenen maddeye bagli olarak ¢o6zeltinin yiizey gerilimi, iletkenlik,
ucuculuk gibi Ozellikleri de etkileneceginden eklenen katki maddelerinin diger
ozellikleri g6z ard1 edilmemelidir.

Dipol moment: Dipol momentin elyaf morfolojisine etkisinin incelendigi
caligmalarda, Polystrene (PS) ve Polyvinyl Butyral (PVB) elyaf iiretiminde elyaf
veriminin (birim zaman basina birim alan basina fiber ag sayisi), artan dielektrik sabiti
ile birlikte ¢oziiciilerin dipol momenti ile arttigi bulunmustur. Yiiksek dipol momentine
sahip ¢oziiciiniin daha diizglin bir elyaf morfolojisi olusturdugu goézlenmistir
(Jarusuwannapoom, Hongrojjanawiwat et al. 2005, Yener, Jirsak et al. 2012).
1.3.3.1.2. Cihaz Parametreleri

Uygulanan voltaj miktari: Sisteme etki eden voltajin, Taylor konisi olugmasi
ve ¢ozeltiyi igne ucunda tutan yiizey geriliminin iistesinden gelebilmesi i¢in belirli bir
esik degerine esit veya iizerinde olmasi gerekir. Literatiirde bu esik deger genel olarak 6
kV’tur. Uygulanan voltaj olusan elyafin yarigap1 ile ters orantilidir; voltaj miktar
arttikca ¢ozeltiye etki eden elektrostatik itme kuvveti daha kisa siirede yiizey geriliminin
ve s1v1 viskoelastizesinin iistesinden gelecegi icin ¢oziicli polimer ¢ozeltisinden daha

hizli uzaklasir (Bhardwaj and Kundu 2010). Boylece yiiksek voltaj miktar: nano boyuta
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daha yakin fiber ¢aplari olusumuna sebep olur. Poli (L-laktik-ko-glikolik asit)
(PLGA)/karbon nanotiip kompozit iiretimi i¢in farkli voltaj miktarlarinin uygulandigi
bir ¢alismada bes farkli voltaj (15, 17.5, 20, 22.5 ve 25 kV) degerinin etkisi arastirildi
(Zhang and polymers 2011). Sekil 2.16’da verilen SEM fotograflar1 sonuglarina gore en
ideal piiriizsiiz ve boncuksuz elyafin olustugu voltaj 20-25 kV uygulanan islem oldu. 15
kV, 22.5, 20 kV uygulamalarinda nanofiber ¢aplarinin artan voltaj ile jetin daha ince
akiglara bolinmeden Kolektore ulastigr igin arttigi; 25 kV uygulandiginda ise Taylor
konisi damlaciklarinin daha fazla bolindiigi igin azaldigi gorilmiistiir. Lif ¢apinin
artmasi veya azalmasinin, bu iki zit etkiden birinin baskinligina bagli oldugu sonucuna
ulagilmistir (Zhang and polymers 2011). Bununla birlikte birkag¢ farkli ¢caligmada, ¢ok

yiksek voltajin boncuk olusturma olasiligini artirdigi da ortaya atilmistir (Katti,

Sekil 2.16. Sirasiyla 15, 17.5, 20, 22.5 ve 25 kV uygulanan nanofiberlerin SEM gériintiileri (Zhang and
polymers 2011)

Uygun voltaj seviyesinin lizerinde bir voltaj uygulanmasi jetin hizlanmasina ve birden
fazla jet olusumuna sebep olur. Jetteki elektriksel yiiklerin birbirini ardi ardina itip
eksen boyunca bir kuvvet olusturmasini geciktirebileceginden kararsizligin (Whipping)
gecikmesine ve kolektore gegerken jet gerilip incelemediginden ¢apin artmasina veya
boncuk olusumuna yol acar.

Kolektor ile igne ucu arasindaki uzakhk: Kolektoriin igne ucuna olan uzakligi
elyaf ¢ap1 ve morfolojik yapiy1 etkileyen bir diger faktordiir. Cozelti jeti Whipping
kararsizligina maruz kaldiktan sonra kolektore varincaya kadar gegen siirede ¢oziiciiniin
buharlasip kuruyabilmesi gerekir (Geng, Kwon et al. 2005). Bu mesafe kisaldiginda
gerilme kuvveti olugsmasi ve elyafin elektrik alanina girdigi siirenin kisalmasi sonucu
¢oziicii yeterli olarak buharlasamaz (Al-Hazeem 2018). Bu durum da elyaf ¢aplarinin
kalinlagsmasina, deforme olmasina ve boncuklu yapiya sebep olur. Kolektor ve igne ucu
arasindaki uzaklik ¢ok fazla artirildiginda ise elektrik alan olusabilmesi igin voltaj

miktarinin da artirilmasi gerekir, bu da mesafenin kisa oldugu durumda oldugu gibi
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boncuklu yaprya sebep olur (Ki, Baek et al. 2005). igne ucu kolektdr arasi mesafenin
liflerin morfolojisi {izerindeki etkisini arastiran bir ¢alismada elyaflar, Sekil 2.17’deki
SEM goriintiileri ile degerlendirilmistir. En kisa mesafe (9 cm) igin, jet toplayiciya
ulasmadan Once ¢oziiciiniin yetersiz buharlasmasinin  ardindan lifler kesisme
noktalarinda bir araya gelmistir. Egirme mesafesi 9 cm'den 15 cm'ye ¢ikarildiginda
ortalama lif ¢ap1 azalmistir. Egirme mesafesinin daha da artmasiyla ortalama ¢apin
arttig1 goriilmiistiir. Deneyde kisa egirme mesafesi (<15 cm), biiyikk ¢ap dagilimima
sahip kaba liflerle sonuglamistir. Egirme mesafesi 13 cm'den 15 cm'ye ¢ikarildiginda,
ortalama lif ¢ap1 458 nm'den 284 nm’ye kadar azalmistir. Egirme mesafesi 21 cm'ye
yiikseltildiginde ise lif ¢ap1 341 nm'ye kadar hafif bir artis gosterdi.(Shao, Fang et al.
2015).

Sekil 2.17. Farkli kolektor-igne ucu arasindaki mesafelerde hazirlanan Polivinilidin Floriir (PVDF)
nanofiberlerin SEM gériintiileri (Shao, Fang et al. 2015)

Cozelti akis h1z1: Birim zamanda jet haline gegen polimer ¢ozeltisi miktar: akis
hizin1 ifade etmektedir. Akis hizi, uygulanan voltaj miktar ile birlikte Taylor konisi
olusumunu etkileyen bir faktordiir. Taylor konisi olusturmaya yetecek akis hizinin
altinda ve tistiinde uygulanan akis hiz1 fiber ¢ap1 ve gozenek capini etkileyerek boncuk
olusumuna sebep olabilir. Diigiik akis hiz1 uygulandigi durumda igne ucunda Taylor
konisi olusmasi gerekirken igne icinde jet olusumu goézlenir ve bu durum ignede
tikaniklifa yol agar (Heikkild and Harlin 2008). Yiksek akis hizi ise jet iizerindeki

elektriksel yiikii azaltir; ¢oziiclinlin buharlasmasinin yeterli olmamasina, jetin yeterince
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gerilip incelememesine yol acarak fiber ve gbzenek ¢apinin artisina, boncuk olusumu
ihtimalinin artmasina sebep olur (Megelski, Stephens et al. 2002). Diizgiin ve kiigiik
capli bir nanofiber elde etmek icin genelde Taylor konisi yapisi olusumunu
tetikleyebilen minimum akis hiz1 tercih edilir. Sekil 2.18'de gosterildigi gibi, diger
parametreler sabit tutulup akis hiz1 diisiiriildiigiinde; boncuk boyutunda bir azalma ve
nanofiber ¢apinda bir diislis vardir (Zargham, Bazgir et al. 2012). Buradaki ¢ikarim,
boncuksuz yapi elde edilene kadar akis hizindaki azalma ile damlalarin boyutunun

kiiclilebilmesidir.

Sekil 2.18. PVA'nin farkli akis hizindaki SEM goriintiileri. (a) 0.1 ml / sa, (b) 0.5 ml/ sa, (c¢) 1 ml/
sa, (d) 1.5 ml / sa (Zargham, Bazgir et al. 2012)

Kolektor plaka cesitleri: Elektro-egirme isleminde iletken bir toplayici plakada
toplanan nanofiberler dokunmus (woven) ve dokunmamis olarak ikiye ayrilabilir (Al-
Hazeem 2018). Dokunmamus elyaf {iretimi igin sabit bir metal plaka tercih edilirken,
farkli geometrik yapilardan olusan kolektor denilen toplayici plakanin tiirii dokunmus
nanofiberlerin diziliglerini ve hizalanmalarin1 saglar. Bu kolektorlere geometrik
sekillerine gore paralel elektrotlar, doner diskler, doner tamburlar 6rnek verilebilir.
Sekil 2.19'da g¢esitli kolektorlerin kullanilarak nanofiber iretimi yapildigi birgok
caligmaya ait SEM goriintiileri gosterilmistir.
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Sekil 2.19. Cesitli kolektorlere sahip farkli fiberlerin SEM goriintiileri. (a) Tel ekran, (b) Pin, (c) Izgarali
cubuk, (d) Paralel ¢cubuk, (e) Doner tekerlek ve (f) Sivi banyo (Li, Wang et al. 2004, Sundaray,
Subramanian et al. 2004, Xu, Inai et al. 2004, Wang, Um et al. 2005, Ki, Kim et al. 2007)

Igne capi: ignenin ¢ap1 da diger islem parametreleri gibi nanofiberlerin caplar
iizerinde belirli bir etkiye sahiptir. Ignenin i¢ capinin daralmasmmn nanofiberlerin
capinda bir diisiise sebep oldugu kesfedilmistir. igne ¢ap1 jet olusumu icin gerekli
¢ozelti miktarini belirler, bu miktar ise Taylor konisi seklindeki damlacigin boyutu ile
pompanin siviyl itmesi i¢in uygulamasi gereken kuvvet miktari ve basinci etkiler (Al-
Hazeem 2018). Cozeltinin viskozitesi gbéz Oniinde bulundurularak ¢ozeltinin
itilebilecegi uygun bir igne ¢ap1 kullanilmalidir. Cok kiiciik ¢apli igneler tikanmaya yol
acabildigi gibi, ayn1 zamanda kii¢iik capli ignelerden olusan damlacik biytkligi
azaldigindan nanofiber ¢apmin ve boncuk sayisinin azaldigi gozlenmistir. Poli -metil
metakrilat (PMMA) kullanilarak igne ¢aplarinin etkilerinin incelendigi bir ¢aligmaya ait
SEM goriintiileri Sekil 2.20°de gosterilmistir (Luo, Stoyanov et al. 2012).

N A

Sekil 2.20. PMMA nanofiberlerin igne i¢ ¢apina gére SEM gérintiileri (a) 0.83 mm, (b) 0.4 mm, (c) 0.1
mm (Luo, Stoyanov et al. 2012)

2.3.3.1.3. Cevresel Parametreler
Nem: Nanofiberlerin morfolojik yapisini etkileyen cevresel parametrelerden

biridir. Polistiren nanofiber iiretimi sirasinda neme bagli degisimin incelendigi bir
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calismada, nemdeki artis oraninin fiber ylizeyinde kii¢iik dairesel gézenek olusumuna
ve oran artirildiginda ise gozeneklerin birleserek gozenek capinin artmasina yol agtigi
gozlemlenmistir (Casper, Stephens et al. 2004). Bu nem esiginin % 30'dan yiiksek bagil
nem oldugu, liflerin yiizeyinde mikro ve nano yapili gozeneklere yol agtigi
gozlemlenmistir. Gozenek sayisinin artmasinin sebebi nem oraninin arttikga fiber
yiizeyindeki porlardan fazla suyun buharlagmasidir. Nem oranlarmin fiber c¢apina
etkisini arastiran ¢Oziicii olarak su kullanan baska bir calismada ise nemin etkisinin
¢Oziiclinilin tiiriine bagh oldugu, yiiksek nemin ortalama nanofiber ¢apinda diisiise yol
act1g1, yliksek nemli ortama maruz kalan elektro-egirme isleminden iiretilen fiberlerin
yassi bir sekil aldigi goriilmiistiir (De Vrieze, Van Camp et al. 2009). Cok diisiik nemli
ortam ise, c¢ozliclinin buharlasmasinin ¢ok hizli olmasindan dolayr kurumanin
¢Oziiclinlin ignenin ucundan ¢ikmasindan daha once gerceklesmesine ve igne ucunun
tikanmasina yol agar (Bhardwaj and Kundu 2010).

Sicakhik: Elektro-egirme isleminde kullanilan polimer ¢6zeltisinin yapi
Ozellikleri (¢Ozelti zinciri, buharlasma noktasi, viskozitesi) ortamin sicaklik
degisiminden etkilenmektedir. Sicakligin etkisini gozlemlemek i¢in yapilan bir
aragtirmada sicakliklar1 25- 60 °C arasinda degisen poliamid-6 ¢ozeltileri elektro-egirme
islemiyle egrilmistir. Sonuglara gore viskozite ile sicaklik ters orantili oldugundan,
sicaklik artiginin ¢oziiciiniin viskozitesinde bir azalmaya yol actig1 ve buna bagh elyaf
capinin azaldigi bulunmustur (Mit-uppatham, Nithitanakul et al. 2004).

Ortam gaz basinci: Ortam basinct atmosfer basincindan diisiik oldugunda
siringadaki ¢ozelti igneden daha fazla akma egiliminde olur. Bu durumda, jet kararsiz
bir olusum sergiler. Cok diisiik basingta ise elektrik yiiklerinin dogrudan salinmasi
nedeniyle elektro-egirme isleminin gerg¢eklesmesi miimkiin degildir (Ramakrishna
2005).

Elektro-egirme odasindaki hava akimi: Elektro-egirme isleminin gergeklestigi
alanin havasindaki gaz bilesimleri ve gaz cesidi elektro-egirme islemini etkilemektedir.
Her gaz c¢esidi elektrostatik alana maruz kaldiginda farkli ozellikler sergiler
(Ramakrishna 2005). Ornegin, Helyum gazinmn bulundugu ortamda islem
yapilamamaktadir. Freon®-12 gibi daha yiiksek kirilma gerilimi olan bir gaz
kullanildiginda ise elde edilen liflerin ¢apr iki katina ¢ikmaktadir (Baumgarten and
science 1971).
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2.4. Sinir Rejenerasyonu icin Kullanilan Biyomalzemeler ve Rejenerasyon
Stratejileri

Dogal polimerler (kitosan, kitin, kolajen, jelatin, aljinat), sentetik bozunmayan
polimerler (silikon), PLGA, PCL, PLA gibi sentetik biyobozunur polimerler ve iletken
polimerler (polipirol, polianilin) ¢esitli sinir rejenerasyon yaklasimlarinda kullanilmistir.
Biyouyumlu sentetik materyaller, sinir doku miihendisligi iskeleleri i¢in materyallerin
bozunma hizinin ve mekanik ozelliklerinin uygulamaya gore ayarlanmasina imkan
verirken; dogal malzemeler, yiiksek biyouyumluluklar1 ile iskeleye biyomolekiiler
tanima imkani sunar. Sinir doku mihendisligi stratejilerinin basarisin1 saglamada
malzeme segimi ¢ok 6nemli bir rol oynar. Ideal bir sinir kanali ince, esnek, gozenekli,
biyouyumlu, biyolojik olarak parcalanabilir, uyumlu, noroindiiktif, néroiletken ve
uygun yiizey ve mekanik ozelliklere sahip olmalidir (Verreck, Chun et al. 2005). Bu
biyomalzemeler belirtilen kriterlerden bazilarini yerine getirebilirler, fakat birtakim
dezavantaj olusturan Ozellikleri belirli doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanimlarin1  kisitlamaktadir. Biyolojik olarak bozunma 6zelligi gdstermeyen
malzemeler, zamanla kronik enflamasyonu ve sinirin sikismasini tetikleyebilmektedir.
Bu nedenle bozunmayan malzemelerden yapilmis bir iskeleden kagiilmali ve biyolojik
olarak pargalanabilen malzemelerin kullanimi tercih edilmelidir (Haile, Haastert et al.
2007). Biyolojik olarak parcalanabilen sinir doku iskelesi malzemelerinin ise yapi
iskelelerinin implantasyondan sonra daha uzun siire yapisal stabilite saglamalar1 i¢in
toplu erozyon yerine yiizey erozyonu olusturarak bozunmasi istenir. Bu nedenle, sinir
rejenerasyonu icin siirekli olarak daha iyi temas yonlendirme ipuclar1 saglamasi i¢in
yiizeyi asindiran polimerik yapt iskele malzemesi tercih edilir. Genel olarak,
arastirmacilar, polimer harmanlama ve elektro-egirme gibi ¢esitli yeni tiretim teknikleri
ile sinirsel yapr iskelesi Ozelliklerini iyilestirmeye, yapi iskelesine sinir biiyiime
faktorlerini dahil etmeye ve iskelenin yiizey modifikasyonlari ile ylizey 1slanabilirligini
iyilestirmeye calismislardir (Subramanian, Krishnan et al. 2009). Ozel olarak
hazirlanmis malzemenin bozunma hizi ve mekanik 6zellikleri, enflamatuar yanit1 en aza
indirmeye izin vermelidir, bdylece aksonlarin yenilenmesini siirdiirmek i¢in gerekli
destegi ve rehberligi saglamalidir. Konak dokular tarafindan basarili greft kabulii igin
gereken en onemli 6zelliklerden biri, iskelelerin mekanik stabilitesi ve uyumlulugudur.
Sinir dokusu miihendisligi i¢in, iskele esnek olmali, ¢evre dokulara zarar vermemeli,
implantasyon sirasinda nekroz ve iltithaplanmaya yol acabilecek yapisal ¢okmeye karsi

direngli olmalidir (Bini, Gao et al. 2005).
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Sekil 2.21. Ideal néral doku iskelesinin dzellikleri (Subramanian, Krishnan et al. 2009)

Noral bir iskelenin yapisi, sinir rejenerasyonuna yardimci olmak i¢in noral
iskelelerin etkinligini belirleyen kritik bir faktordiir. SKK tasarimlart Sekil 2.22°de
gosterildigi gibi bes ana gruba ayrilabilir: (i) i¢i bos / Gdzeneksiz tasarim (ii) Gozenekli
tasarim (iii) Oluklu tasarim (iv) Cok kanalli tasarim ve (v) Dolgulu SKK’ler (fiber veya
hidrojel). Noral iskele, basit bir temel yap1 olarak, tek i¢i bos liimene sahip tiibiiler bir
SKK yapisinda imal edilebilir. Bununla birlikte, SKK' limenine fiziksel dolgularin
eklendigi veya ¢ok kanalli yapiya sahip SKK’lerin olusturuldugu karmasik iskele
mimarisinin gelistirilmesi hiicre tutunmasini tesvik eden yiizey alanini artirdigindan
onarimi iyilestirebilir. Elektro-egirme yontemi ile ¢ok kanalli iskele mimarisi
gelistirilen bir calismada (Jeffries, Wang et al. 2012), tamamen elektro-egrilmis
liflerinden olusan ilk ¢ok kanalli sinir kilavuzu tasarlanmistir. Dondurarak kurutma
yontemlerine kiyasla kanal biiyiikliigli ve diizenliligi lizerinde daha fazla kontrole sahip
olundugu, dokiim yontemleri ile olusturulan kati duvarlar yerine lifler arasinda birbirine
bagli bosluklardan olusan bir SKK mimarisinin iki elektro-egrilmis katman ile sablonlar
kapsiillenerek olusturuldugu ve delaminasyonu Onlemek igin yeterli etkilesim

sergiledigi gosterilmistir.
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Sekil 2.22. Farkli sinir kilavuz kanali tasarimlar1 (Vijayavenkataraman 2020)

Sinir hasarim1 onarmak i¢in sadece noral iskeleleri kullanmak sadece kiigiik
bosluklar1 yeniden olusturulabilir. Sinir bosluklarinin uzunlugu smirlamalari astiginda,
bunlara destek hiicreleri veya biliylime faktorleri dahil edilmedikge tek basina noral
iskeleler yeterli olmaz (Hood, Levene et al. 2009). Yaralanma sinirine implante edilen
destek hiicreleri, sinir rejenerasyonunu kolaylastirmak icin biiylime faktorleri veya
ECM molekiilleri iiretebilir. Schwann hiicreleri, noral kok hiicreler, embriyonik kok
hiicreler ve kemik iligi stromal hiicreleri en yaygin destek hiicre kaynaklaridir. Genel
olarak, ¢ok sayida calisma hiicrelerin elektro-egrilmis iskelelerinin benzersiz lifli
mimarisine yanit verdigini gostermistir (Prabhakaran, Venugopal et al. 2009, Wang,
Itoh et al. 2009, Xie, Willerth et al. 2009)

Biiylime faktorleri, hiicre proliferasyonunu ve farklilasmasin1 diizenleme
yetenegine sahip, hiicre tarafindan iiretilen ¢esitli proteinleri ve polipeptitleri ifade eder.
Elektro-egrilmis fiberler, ECM yapisina benzer 3D morfolojileri ile biyokimyasal
salinim arac1 olarak da islevsellestirilebilmelidir.  Istenilen boyutlardaki yiiksek
gozenekliligi ve yiiksek yiizey/hacim orani, hiicresel baglanma ve metabolizma
tirlinlerinin tasinmasii kolaylastirir. Ayrica biyoaktif proteinler, canlilig1 siirdiirme,
proliferasyon, hiicrelerin farklilasmasi, aksonal biiylime ve sinaptogenezi tesvik ederek
sinir sisteminin gelisimi ve korunmasinda 6nemli bir rol oynar (Wang, Forsythe et al.

2012). Bu nedenle biyoaktif proteinlerin elektro-egrilmis fiberlere dahil edilmesi sinir
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onarimint iyilestirebilir. Sinir rejenerasyonu ic¢in en yaygin olarak kullanilan
biyomolekiiller sinir biiylime faktorii, beyin kaynakli norotrofik faktdr, ndrotrofin-3
(NT-3) ve norotrofin-4/5 (NT-4/5) gibi norotrofik faktérlerdir (Gu, Ding et al. 2011).
Elektro-egrilmis nanofiberler, iskele fonksiyonu saglama ve sinir rejenerasyonu igin
gerekli temas rehberligi saglama kabiliyeti nedeniyle {imit vaat eden bir dagitim aract
olarak islev  gorebilir. Elektro-egrilmis nanofiber iskelelerin, noral doku
rejenerasyonunu arttirmak ic¢in hayati O6nem tasiyan topografik ve biyokimyasal
sinyalleri birlestiren biyofonksiyonel substratlar olarak etkinligini agik¢a gdsteren
calismalar mevcuttur (Chew, Wen et al. 2005, Patel, Kurpinski et al. 2007). Bu
calismalarda biliylime faktorii sinyalinin ve temas kilavuzunun bir elektro-egrilmis
iskeleye dahil edilebilmesi bu imalat tekniginin benzersizligini ve sinir rejenerasyonunu

artirma potansiyelini gosterir.

lII —
Ry
v

Sekil 2.23. (A) SKK (*) ile onarilan sinir defektinin goriiniimii. (B) implantasyondan 36 ay sonra énkol
ve dirsegin goriiniimii. (C ve D) implantasyondan 36 ay sonra kaydedilen aksiyon potansiyelleri (E)
bagparmak endeksinin fonksiyonel iyilesmesi ve (F) parmaklarin avug igine biikiilmesi (Gu, Ding et al.
2011)
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Klinik bir ¢alisma olarak farkli biyomalzemelerden yapilmis ve liimen dolgu
maddeleri ile kaplanmis doku miihendisligi sinir kanallar1 da klinik calismalara tabi
tutulmustur. Ornek olarak; kitosan ve uzunlamasma PGA liflerini iceren bir SKK
gelistirilip (Fan, Gu et al. 2008) 35 mm uzunlugunda bir medyan insan sinir hasarinda
uygulandiginda sinir iyilesmesinin fonksiyonel olarak saglandigi goriilmiistiir. SKK
yerlestirilmesi ve rejenerasyon asamalar1 Sekil 2.23’te gosterilmektedir.

2.4.1. Dogal Polimerler

Sinir kanali dogal biyomalzemeler olarak damar ve kas gibi biyolojik dokular
veya matris proteinleri siklikla kullanilmistir. Benzer tiibiiler bir yapiyr yeniden
olusturma girisimlerinde, damar doku yaygin olarak incelenmistir ve klinikte <3 mm
bosluklar i¢in iyi fonksiyonel sonuglar elde edilmistir. Dogal malzemeler, ticari olarak
dogrudan hayvanlardan, bitkilerden veya mikroorganizmalardan tiiretildikleri icin
yapigma yerleri ve dogal olarak olusan hiicre baglanma molekiillerine baglanma bolgesi
olusturma avantajina sahiptir. Dogal malzemeler, hiicre yapismasi, hiicre infiltrasyonu
ve ECM yapisina benzerlikleri nedeniyle SKK iiretimi i¢in oldukg¢a elverislidir. Dogal
malzemeler farkl tiirde dogal kaynaklardan elde edilir, bu nedenle saflastirilmadiklar:
takdirde olumsuz bagisiklik tepkisine neden olma olasiliklart vardir. Sentetik
malzemelere oranla zayif mekanik mukavemetleri ise SKK hammaddeleri olarak
uygulamalarini smirlandirmistir. Sinir doku miihendisliginde, kolajen, jelatin, trombin
ve fibrinojen gibi protein bazli veya seliiloz, kitin, aljinat ve kitosan gibi polisakarit
esasli dogal polimerler kullanilmigtir (Vijayavenkataraman 2020).

Cok hiicreli organizmalardaki ¢ogu hiicre, ECM'yi olusturan canli olmayan
malzemelerin karmasik bir karisimi ile ¢evrilidir. Kolajen, laminin ve fibronektin gibi
coziinmeyen ECM molekiilleri aksonlarin gelisiminde ve biiylimesinde 6nemli bir rol
oynar (Rutishauser 1993, Grimpe and Silver 2002) ve diger birgok ECM firiinii
proteoglikanlar ve glikosaminoglikanlar (GAG) uyarici veya engelleyici etkiler
saglayarak sinir yarasi ilerlemesini ve noral aktiviteyi modiile edebilir. Sonug olarak,
ECM bilesenleri noral iskeleler i¢in ¢ok 6nemli aday malzemeler haline geldi ve bunlar
agirlikl olarak SKK'lerin limen dolgu maddelerine lifler, kanallar, gdzenekli siingerler
veya hidrojeller seklinde destek hiicreleri, biiylime faktorleri veya ilaglar icin iletim
araci olarak islenmistir (Gu, Ding et al. 2011).

Kolajen, sadece sinir dokusu miihendisligi i¢in degil, ayn1 zamanda her tiirlii
doku miihendisligi uygulamalari i¢in en yaygin kullanilan dogal malzemelerden biridir.

Ciinkii memelilerde bulunan en bol proteindir ve periferik sinir sisteminde de



49

bulunabilir (Kehoe, Zhang et al. 2012). Literatiirde tanimlanan insan viicudunda
bulunan kolajenin ¢ogunlugu olan Tip | ve en az 28 farkli kolajen tiirii vardir. Kolajenin
en onemli avantaji, yiizey lizerinde dogal olarak meydana gelen ve hiicrelerin yapigsmasi
ve ¢ogalmasi i¢in birden fazla sabitleme noktasi saglayan birka¢ baglanma domenidir.
Bu nedenle aksonal rejenerasyon siirecinde sinir hiicrelerine topografik kilavuzluk
saglar (Stang, Fansa et al. 2005, Stang, Fansa et al. 2005). Tip | kolajene dayanan
NeuraGen®, Neuroflex ™, NeuroMatrix ™, NeuroWrap ™ ve NeuroMend ™ gibi
ticari olarak temin edilebilen birkag FDA onayl sinir kanali vardir (Bushnell,
McWilliams et al. 2008). Birgok klinik ve arastirma c¢alismasi kolajenin SKK materyali
icin kullanilabilecegini bildirmistir, ancak yiiksek maliyet, yiiksek sertlik ve disiik
esneklik gibi zay1f mekanik 6zellikleri yeni arayislara yol agmistir (Sedaghati, Jell et al.
2014).

Fibrin, memelilerde bulunan ve biyolojik olarak parcalanabilen bagka bir
proteindir ve kan pihtilasma mekanizmasinda 6nemli bir rol oynar (Lord 2007, Weisel
and Haemostasis 2007). Sinir hasari onariminda kullanilmasi Onerilmistir ve birkag
calisma, 20 mm'den kii¢iikk yaralanmalar ic¢in sinir rejenerasyonunu ve motor
fonksiyonel iyilesmeyi tesvik etmenin miimkiin oldugunu gostermistir (Kalbermatten,
Pettersson et al. 2009, Pettersson, Kalbermatten et al. 2010, Pettersson, McGrath et al.
2011).

Kitosan, jelatin, fibronektin, ipek fibroin, keratin ve hyaluronik asit gibi diger
dogal maddeler de SKK'ler ig¢in genis ¢apta incelenmistir (Whitworth, Brown et al.
1995, Gamez, Goto et al. 2004, Yang, Gu et al. 2004, Yang, Ding et al. 2007, Apel,
Garrett et al. 2008, Zhang, Wei et al. 2008). Dogal materyallerde oldugu gibi kontrol
edilebilir biyobozunurluk ve gelismis biyouyumluluk saglarlar, bu da onlar1 noéral
rejenerasyon uygulamalari i¢in adaylar haline getirmistir. Ancak, islenmesindeki
zorluklar ve yeterli mekanik destegin yani sira hizli enzimatik bozulma birincil
dezavantajlaridir ve ticari olarak kullanilabilen SKK'ler elde etmek igin daha fazla
calisma yapilmasi gerekmektedir (Hudson, Zawko et al. 2004).

2.4.2. Sentetik Biyobozunur Polimerler

Sentetik  biyobozunur  polimerler, biyouyumluluklar1 nedeniyle doku
miihendisligi uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedirler. PLA, PGA, PCL gibi
polimerler yalin halde kullanildiklar1 gibi bu polimerlerin kopolimerleri veya karigimlari
da biyomedikal alandaki ¢alismalarda kullanilmaktadir.
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Biyolojik olarak tiiretilmis malzemelerle karsilastirildiginda, sentetik
polimerlerin ¢esitli avantajlar1 ve dezavantajlart vardir. Hayvan dokusundan elde
edilmeleri gerekmediginden kontaminasyon ve immiinolojik reaksiyon riski daha
distiktiir. Sentetik malzemeler genellikle belirli hiicresel reseptorleri aktive etmez ve bu
nedenle kendi baslarina aksonal biiyiime veya hiicre gocii gibi olmasi istenen hiicresel
tepkileri ortaya ¢ikaramaz. Bunun yani sira, bu malzemelerin bozunma hizi ve mekanik
ozellikleri uygulamalara gore kontrol edilebildiginden sinir doku iskelelerinin insasi igin
kullanilmaktadir. PGA, PLA, PCL, poli (3-hidroksibutirat) (PHB) gibi polyesterler ve
bunlarin kopolimerleri elektro-egrilmis iskelelerde uygulanmak igin kapsamli bir
sekilde arastirilmistir. Genel olarak, bu sentetik malzemeler ndral hiicre biliylimesini
destekler, ancak hiicre proliferasyonunu ve canliligini destekleme yetenekleri ¢esitli
ozelliklerinden dolayr farklilik gosterir. Ayrica, biyolojik olarak bozunabilir sentetik
materyallerin fizyokimyasal ve biyolojik 6zellikleri, farkli uygulama gereksinimlerine
gore uyarlanabildiginden yapilabilecek bazi kimyasal modifikasyonlar, sinir
rejenerasyonu sirasinda kontrollii iletim saglamak i¢in materyallerin destek hiicrelerini
veya biyoaktif molekiilleri etkin bir sekilde yakalamasini saglar.

Alifatik polyesterler grubundan PLA, PGA, PCL ve bunlarin kopolimerleri olan
poli (laktik asit-e-kaprolakton), PLGA ve poli (1,3-trimetilen karbonat-e-kaprolakton)
yaygin bozunabilir sentetik polimerlerin bir sinifini temsil eder. Bu sentetik polimerler,
noral yap1 iskeleleri i¢in biyomateryal olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Gu, Ding
et al. 2011).

Ideal bir noral iskele nérit biiyiimesini tesvik etmek igin elektrik iletkenligine
ihtiya¢ duyar, ¢iinkii viicuttaki sinirsel iletisimin temel bileseni Sinir sisteminde
iletimden sorumlu sinapslarda firetilen aksiyon potansiyelidir. Bu nedenle, polipirol,
poliyanilin ve politiofen dahil olmak tizere bazi elektriksel olarak iletken polimerler,
ozel elektrik ve antioksidan 6zellikleri nedeniyle noral yapi iskelelerinde kullanilmistir
(Green, Lovell et al. 2008, Lee, Bashur et al. 2009, Xu, Fan et al. 2016).

PGA, yliksek Young modiilii gibi miikemmel mekanik 6zelliklere sahip NGC'ler
icin yaygin olarak kullanilan sentetik polimerlerden biridir ve 1999 yilinda Neurotube®
ticari adiyla FDA tarafindan onaylanan ilk sentetik NGC'dir (Wang, Chen et al. 2015).
Uzunlugu ve diisiik maliyeti nedeniyle 20 mm'ye kadar sinir bosluklarinda kullanma
konusunda cerrahlar arasinda yaygin bir uygulama haline gelmistir. Bununla birlikte,

organik ¢oziciilerdeki diisiik c¢oziiniirligl, yiiksek degradasyon oram1i ve doku
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nekrozuna neden olabilen asidik degradasyon iirlinleri sinir onarimindaki uygulamasini
kisitlamaktadir (Dellon, Chang et al. 1992).

Farkli sentetik polimerlerin ilgili avantajlarina ragmen, tek basina sentetik bir
malzeme, noral iskelelerin tiim gereksinimlerini tam olarak karsilamak i¢in yeterli
degildir. Ayrica, kopolimerizasyon kosullarindaki degisiklikler siklikla kopolimerlerin
ozelliklerini etkiler. Bu nedenle, kopolimerler, bazi yonlerden homopolimerlerden daha
iistiin olabilir. Bugiinlerde farkli bir yaklagim ise, noral iskeleleri hazirlamak igin
malzeme olarak bir kopolimerin veya bir polimer karisiminin kullanilmasi veya uygun
yapisal/mekanik destek saglayan sentetik polimerlerin dogal polimerler ile bir
karigiminin kullanilmasidir.

24.2.1. PLA

PLA, laktik asidin kiral yapisindan dolay1 L, D ve rasemik (D, L) olmak iizere ii¢
izomerik tiiri bulunan FDA onayli bir polimerdir. PLLA ve PDLA yar1 kristal
polimerlerdir. PLA'nin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri biiyiik 6l¢iide optik safliga baglidir.
PLA'nin kristalligi ve erime sicakligi, daha disiik optik saflikla azalir ve PLA, %87,5'ten
daha az optik saflik sundugunda amorf bir polimerdir (Bastioli 2020). PLA bozunma
mekanizmasi, esas olarak ester baglarinin rastgele hidrolizini icerir ve bozunma hizi,
konfigiirasyon diizenlemesi, molekiiler agirlik ve kristallik gibi gesitli faktorlere baglidir
(Gunatillake, Adhikari et al. 2003). PLA, yaklasik 55 °C dolaylarinda camsi gegis
sicakligina ve 175 °C civarinda erime noktasina sahiptir.

PLA, cogunlukla biyomedikal uygulamalarda kullanilan alifatik bir polyesterdir (Kahn,
Koch et al. 2003). Kolay islenebilirligi ve mekanik ozellikleri nedeniyle SKK
malzemesi olarak kullanilmak i¢in polimer temelli olarak segilen sentetik bir bilesiktir.
Diisiik alerjenik potansiyel, diislik toksisite, yiiksek biyouyumluluk ve 6ngoriilebilir
bozulma kinetigi ozellikleri olan PLA’nin, alternatif bozunabilir polimerler iizerine
yapilan aragtirmalarda klinik kullanim i¢in uygunlugu FDA tarafindan onaylanmistir
(Kehoe, Zhang et al. 2012). PLA, yiiksek elastik modiilii ve kirilmada diisiik uzama ile
kirilgan bir davranis sergileyer ve PCL ile karsilastirildiginda daha yiiksek bir erime
noktasina sahiptir. PLA, PCL’ye gore daha yiiksek bir bozunma oranina sahiptir ve bazi
caligmalar bozunma islemi sirasinda PLA malzemelerinden bir miktar asit {irliniiniin
salindigimi kanitlamistir (Chen, Yu et al. 2018). PLA’nin nispeten yiiksek bozunma
orani, PCL’nin iyi mekanik ozellikleri ve yumusak dokuya uyumlulugundan dolay1
ikisinin beraber kullanimi ile ideal doku &zelliklerine yaklasilacagi diistiniilmektedir.

PLA filmlerinin diisiik kalinlikta imal edildigi bir ¢aligmada, PLA’nin islenmesinde



52

zorluk goriilmiistiir, bu da onlar1 sinir onarimi i¢in aday malzeme olarak uygunsuz hale
getirdigi i¢in (Yen, Shen et al. 2019) bir sonraki ¢alismada iyi mekanik 6zelliklerinden
dolay1 PCL/PLA kompozit malzeme iizerinde ¢alisilmistir.

PLA/Ipek (silk) Fibroin/ Sinir Biiyiime Faktoriiniin (NGF) cekirdek/kabul
elektro-egirme yontemi ile tretildigi bir ¢aligmada (Tian, Prabhakaran et al. 2015),
PC12 hiicrelerinin 11 giin kiiltiirlenmesi sonucu hiicrelerin farklilagma potansiyeli
oldugu go6zlemlenmistir. Hiicreler 95 pm'ye kadar uzunlukta noritler olarak
baskalagsmistir ve bdylece PLA nanofiber matlardan biiylime faktoriiniin siirekli
salmmminin gergeklestigi ve NGFmin biyoaktivitesinin korundugu gosterilmistir.
PLA’ya yiiksek biliyime faktorii konsantrasyonu nedeniyle periferik —sinir
rejenerasyonunda fonksiyonel iyilesme saglayacagi diisiiniilen trombositten zengin
plazma ve mekanik ozellikleri iyilestirmek amaciyla da jelatin eklenmistir. Sonuglar,
Jelatin/Platelet-Rich Plazma’nin PLA iskelelerine dahil edilmesi ile ortaya c¢ikan
mekanik ozelliklerin, gozeneklilik ve hiicre baglanmasinin ve in vitro canliligin saf
PLA'dan daha iyi oldugunu gostermistir (Farzamfar, Esmailpour et al. 2017). Dogal
matris norofibrillerinin fiziksel ve biyokimyasal 6zelliklerini yerine getirmek amaciyla,
baglayict molekiiller olarak diamino-poli (etilen glikol) ve heparin kullanarak PLA
nanofiberler {izerinde bFGF biiyiime faktorii ve laminin eklendigi bir ¢alismada (Patel,
Kurpinski et al. 2007), hareketsizlestirilmis biyokimyasal faktorlerin, norit biiyiimesini
2-4 kat arttirmak icin etkili oldugu, kimyasal sinyalizasyonun aksonal biiylimeye
rehberlik etmedeki 6nemi gosterilmistir.
2.4.2.2. PCL

PCL, FDA onayl bir polimerdir ve uygun mekanik ve kimyasal 6zellikleri ve
nispeten yavas bozunma hizi nedeniyle ilag dagitimi, cerrahi sitiirler ve doku
mithendisligi iskeleleri gibi cesitli biyomateryal uygulamalarinda kullanilmaktadir
(Estellés, Vidaurre et al. 2008). PCL yar1 kristal bir polimerdir ve sirasiyla -60°C ve
60°C'lik camsi gecis sicakligi ve erime noktasina Sahiptir. PCL, in vivo hidroliz
bozunmasina ugrayarak bozunmaktadir (Hakkarainen 2002). Bozunma hiz1 ve siiresi,
PCL'nin kimyasal yapisina ve molekiiler agirligina baghdir ve mekanik gii¢ ve agirlik
kaybinit igerir (Pitt, Gratzl et al. 1981). PCL'nin bozunmasi PLA ve PGA'dan daha
yavastir ve bozunma siiresi 2-3 yil araligindadir (Gunatillake, Adhikari et al. 2003).
Viicutta, PCL bozunma {iriinleri metabolize edilir veya renal sekresyonla uzaklastirilir

(Woodward, Brewer et al. 1985).
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PCL ayrica SKK'lerde kullanim i¢in FDA tarafindan onaylanan az sayidaki
sentetik malzemeden biridir. Cekme mukavemeti diisik olan PCL yiiksek kopma
uzamasi ile oldukca iyi elastik dzellikler gdstermektedir. Iyi mekanik &zelliklere ve
toksik olmayan, enflamatuar olmayan bozunma iirlinlerine sahip, ucuz, imalati kolay,
yiiksek oranda ¢Oziiniir ve biyolojik olarak pargalanabilir bir polyesterdir. Ticari adi
Neurolac® olan Poly-D, L-laktit-ko-p-karprolakton NGC, 2005 yilinda FDA onay1
almistir ve implantasyon sirasinda cerrahlara gorsel yardim saglayan ilk ve tek seffaf
NGC'dir (Kehoe, Zhang et al. 2012). Otogreftlerle karsilastirilabilir bir rejenerasyon
kabiliyetinin yan1 sira 20 mm'ye kadar olan sinir bosluklart i¢in altin standart olarak
karsilagtirilabilir bir verimlilige sahip oldugu kanitlanmistir. Bununla birlikte, ytliksek
sertlik ve diisiik esneklik, cerrahi sirasinda ve sonrasinda Neurolac® NGC'nin kullanimi1
icin biiyiik bir sorun olmaya devam etmektedir ve bu da sinir hasari onarimlari igin
diisiik istatistiksel performansa neden olmaktadir (Meek, Jansen et al. 2009).

Insan viicudunda kullanilmak iizere FDA tarafindan onaylanan biyouyumlu
sentetik bir polimer olan PCL, rejeneratif amaglarla noral iskeleler elde etmek igin
Ozellestirilebilen iyi diizeyde mekanik ve kimyasal o6zelliklere sahip bir polyesterdir.
Ayn1 zamanda, maliyeti diisiik ve tretimi kolay bir polimerdir. Kolay islenmesi
nedeniyle PCL, ¢esitli doku hasarlarini onarmak i¢in kullanilmaktadir (Sousa, Mendes
et al. 2013). PCL nanofiberler, toksik olmayan, enflamatuar olmayan bozunma
iirtinlerine sahip, ucuz, imalati kolay, yliksek oranda ¢oziiniir, biyouyumlu ve yavas
biyolojik bozunma o6zelliklerinden dolayr néronlarin yapigsmasi ve farklilagsmasina
uygun platformlar tretmek i¢in kullanilmaktadir (Donoghue, Lamond et al. 2013,
Mochane, Motsoeneng et al. 2019). Ayrica, yapilan caligmalar bir PCL sinir kanalinin,
implante edilen bolgede uygun gozeneklilik olusturmasi ve vaskiilarizasyonu artirmasi
nedenleriyle siyatik fonksiyonel indeks (SFI) degerlerinde artis, kas atrofisinde iyilesme
ve siyatik sinir bosluklarinda yenilenen akson sayisinda artis sagmadig1 gerekgeleriyle
motor fonksiyonel iyilesmeyi destekleyebilecegini gostermistir (Zhu, Wang et al. 2017).
Bu nedenle, bu polimer sinir kanali malzemesi olarak en uygun adaylardan biri olarak
kabul edilebilir (Frattini, Pereira Lopes et al. 2012).

Destek hiicreleri veya biiyiime faktorlerinin iskele yapisina dahil edilmesi, ¢ok
kanalli  bir mimari olusturulmasi, biyoaktif inorganik partikiillerin veya
nanopartikiillerin ilave edilmesi sinir onarimini desteklemektedir ve bunun literatiirde
birgok Ornegine rastlanmaktadir. PCL/Jelatin/Grafen nanopartikiilleri ile olusturulan

nanofiberlerin PC12 hiicrelerinin ¢ogalmasina etkisini inceleyen bir ¢alismada (Heidari,
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Bahrami et al. 2019) PCL/Jelatin/Grafen nanofiberlerin PCL/Jelatin nanofiberlere gore
PC12 hiicrelerinde daha fazla artisa sebep oldugu goriilmiistiir, grafenin yiiksek elektrik
iletkenliginin noral hiicreleri uyarmada etkili oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica E.coli ve
S.aureus bakterilerine karst %99 antibakteriyel ozellik sergiledigi goriilmiistiir. Ilac
salimim c¢aligmalarinda ise Tetracycline hydroxide (TCH) ilac1 kullanilmigtir ve PCL
matlarinin ila¢ tagmiminin daha kontrollii olarak yapilmasina elverigli oldugu
gorilmistir. Grafen nanopartikiillerin hidrofiliklik 6zelligini artirdig1, dolayisiyla
bozunma oranii artirdigi saptanmistir. Kitosan/PCL nanofiber gelistirilen baska bir
calismada (Cooper, Bhattarai et al. 2011) elektro-egirme yonteminin noral gelisimi nasil
etkiledigi dokim film yontemleri ile kiyaslanarak arastirllmigtir. Elektro-egirme
yontemi ile iretilen fiber lizerindeki Schwann hiicreleri ve PC12 hiicrelerinin lif
hizalama yonii boyunca yonlendigi ve iki kutuplu bir morfoloji sergiledigi goriiliirken,
film tizerindeki hiicreler ¢ok kutuplu bir morfoloji gostermistir. Hizalanmis lifler
tizerinde kiiltiirlenen PC12 hiicreleri, lif oryantasyonu boyunca tek yonlii artmis ve
Kitosan-PCL filmlerinde biiyiitiilene gore onemli olglide daha yiiksek P-tiibiilin gen
ekspresyonu sergiledigi goriilmiistiir. Sinir dokusu onarimimi artirmayi hedefleyen
farkli bir ¢alismada (Wang, Tian et al. 2018) ise antioksidan aktivitesi nedeniyle odunsu
biyopolimer olan Lignin, PCL matlara ilave edilmistir. Antioksidatif PCL-Lignin
kopolimeri, Halka A¢gma Polimerizasyonu yontemiyle sentezlenmistir. Daha sonra bu
kopolimerler ve PCL ile elektro-egirme yontemi kullanilarak nanofiber matlar elde
edilmistir. Sonuglar Lignin-PCL nanofiberlerin, PCL liflerine kiyasla hiicre canliligini
artirdig@ini, nanofiberlerin mekanik 6zelliklerini artirdigini, hem kemik iligi mezenkimal
kok hiicrelererin hem de Schwann hiicrelerinin hiicre proliferasyonunu tesvik ettigini,
Schwann hiicrelerinin miyelin temel protein ekspresyonlarini arttirdigini, DRG
ndronlarinin norit bitylimesini uyardigini1 ve PCL nanofiberlere iyi antioksidan 6zellikler
kazandirdigin1 gosterdi. PCL/ tip | kolajen nanofiberlerin 10 mm uzunlugundaki fare
siyatik siniri tizerindeki etkilerini in vivo inceleyen bir ¢alismada (Yen, Shen et al.
2019), onarimdan sonraki 8 hafta i¢cinde SFI degeri haftalik olarak degerlendirilmis,
siyatik sinirde miyelin kilif olusumu ve akson morfolojisi gézlenmistir. Calisma, PCL
veya silikon malzemelere kiyasla gelistirilen bu nanofiber ile yapilan onarimlarin daha

fazla siyatik sinir fonksiyonunu iyilestirme egilimi oldugunu géstermistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tezin bu boliimiinde, tez kapsaminda yiiriitillen deneysel ¢aligmalar ve bu
caligmalarin gerceklestirilmesi i¢in kullanilan malzeme ve cihazlar ile ilgili detayl1 bilgi
verilmistir. Deneysel calismalar Necmettin  Erbakan Universitesi Biyomedikal
Miihendisligi Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. SEM, FTIR, XRD su-temas agist,
TGA analizleri Necmettin Erbakan Universitesi Bilim ve Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’'nde, TEM analizi Selguk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde yapilmistir.
3.1. Bitki Oziitii ile Enkapsiile Giimiis Nanopartikiil Uretimi

Terpenoidler, polifenoller, karbonhidratlar, alkaloidler, fenolik asitler ve
proteinler gibi bitki ara tiriinleri (metabolit), metal iyonlarinin biyolojik rediiksiyonunda
onemli bir rol oynar ve nanopartikiil elde edilmesi i¢in kullanilir (Makarov, Love et al.
2014). Terpenoid smifindan bir fitokimyasal olan kekik oziitiiniin bileseni timol
(CioH140), boliim 3.1.2°deki deneysel siireglere bagli olarak asagidaki tepkimeler
gergeklestirilerek Ag™ indirgenmesini saglamistir. Boliim 2.3.1.2°de deginildigi gibi ilk
adim, en yavas adimdir ve Ag* iyonlari ile bir timol kompleksi olusumunu igerir; bu
timol kompleksi, bir sonraki adimda Ag® ve metal radikalleri {iretmek igin ayrisir; bu
adim ¢ekirdeklenme adimi olarak bilinir. Bir sonraki adim hizhidir ve Ag* iyonlari,
metal radikalleri ile reaksiyona girerek Ag® ve oksitlenmis timol formunu olusturur.
Bundan sonraki iki hizli biiyiime adimi, Ag} iyonlarini olusturmak i¢in Ag®in Ag™*
iyonlar1 ile reaksiyonunu igerir. Daha sonra Agj iyonlari, atmosferik kogullar altinda
stabil olan sar1 Ag3* iyonlarini iiretmek i¢in hizla dimerize olur. Giimiis iyonlarinin sulu
cozelti icindeki reaksiyonunun nanometre Olceginde Ag partikiilleri irettigi
bilinmektedir, ¢iinkii Ag™ 'min farkli kompleksler tarafindan reaksiyonu aglomere
olusturarak bir oligomer kiimesi olusturur (Ganash 2019). Tiim bu reaksiyonlar sonucu
Ag indirgenerek kirmizimsi kahverengi renginin gézlendigi soliisyon elde edilir.

eAgNP'lerin olusum mekanizmasi Denklem 3.1, 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6,3.7, 3.8,
3.9 ve 3.10’da gosterilmektedir. AgNO5 ve Thymus Vulgaris L. sulu ¢ozeltileri Denklem
3.1'deki gibi H radikalleri ve OH serbest radikalleri olusturmustur. Denklem 3.2'de OH
radikalleri, timol grubundaki H atomu ile reaksiyona girmis ve timol grubunda serbest
radikaller olusturmustur. Denklem 3.3’te AgNO5 sulu ¢ozeltisi Ag™ ve NO3 iyonlarina
aynsmustir. Denklem 3.4’te H radikali, Ag®™ 'y1 indirgeyerek Ag° olusturmustur.

Denklem 3.5, Ag* 'nin su ile dogrudan reaksiyonunu ifade etmektedir (Elsupikhe,
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Shameli et al. 2015). Denklem 3.6’da Ag™ iyonlari ile bir timol kompleksi olusmustur;
bu timol kompleksi daha sonra ayrismistir. Denklem 3.2'deki serbest radikal, Ag™ 'yi
indirgeyecek sekilde Denklem 3.7'de oksitlenmis timol grubu olusturmustur. Denklem
3.8 ve 3.9°da Ag’m Ag* iyonlar1 dimerize olarak AgZ* iyonunu olusturmustur.
Denklem 3.10’da reaksiyonlarin sayisiz tekrart sonucu olusan oligomer kiimesinin

olusumu gosterilmistir.

HZO d H(aq) + OH(aq) (31)
CHs
CH,
e h a0 (32)
OH 9
H,C CH; H3C CH,
AgNO; = Ag™ + NO3 (33)
Ag* + H—)Ag0 (3.4)
Ag* + Hy0 > Ag® + OH + H* (3.5)
CH, (¢ekirdeklenme) CH; Ny
+ Ag+ — g y
(—
OH OH—Ag —>A,q0+ H+ + e ( . )
H.C CHy 0
H,5C CH,
H5C CHs
(kompleks)
CH, CH3
+
AgT + s Ago+ -
. 0
HsC CHs
H,5C CH,

(oksitlenmis timol)
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3.1.1 Kullamlan cihaz ve malzemeler

Kekik oziitii ile yesil sentezlenmis glimiis nanopartikiillerin sentezlenmesi icin
kullanilan AgNO3 169.87 g/mol molekiil agirligina sahiptir ve Nanokar Nanotechnology
firmasindan satin alimmustir. Kekik bitkisinin dali ve yapraklarini i¢ceren 100 gram kekik
Dagcioglu Baharat’tan satin alinmistir. Iyonlardan arindirilmis saf su Necmettin
Erbakan Universitesi, Gida Miihendisligi Arastirma Laboratubari’ndan temin edilmistir.
Calisma kapsaminda Binder markali, VD 23 model etiiv kullanilmistir.  Gilimiis
nanopartikiil sentezi ¢caligmalarinin analiz edilmesi i¢in HITACHI marka U-3900 model

UV-vis spektrofotometre kullanilmustir.

3.1.2. Deneysel Yontem

Kekik bitki oziitii ile enkapsiile giimiis nanopartikiil liretimi i¢in deney siirecleri
akis diyagrami Sekil 3.1’de gosterilmistir. Deney asamalar1 sirast ile kekik oOziitii
hazirlanmasi, AgNO; ¢ozeltisinin hazirlanmasi, UV-Vis spektrometre analizi ile
giimiisiin nanometre boyutlarina indirgenebildigi soliisyon oranlarinin belirlenmesi ve
kekik oziitii, AgNO; c¢dzeltisi, saf sudan olusan ¢ozeltide meydana gelen indirgenme
reaksiyonlart sonucu elde edilen kirmizimsi kahverengi renkli soliisyondan saf suyun
etiivde buharlastirilmasi yoluyla kekik 6ziitii ile enkapsiile olmus glimiis nanopartikiil

(eAgNP) elde edilmesi siireclerini kapsamaktadir.
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Ogiitme iglemi

Filtrasyon islemi

Kekik Bitkisi

Kekik Oziitii

Ag—0 .
: \N‘L—O" + . AgNO; Soliisyonu +
O//
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— 6’;_'\- /
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Cekik ile Enkapsule olmus | ,,, R
3limiig Nanopartikiiller - -

Sekil 3.1. Kekik 6ziitii ile enkapsiile olmus glimiis nanopartikiil {iretimi ¢alismalar1 akis diyagrami

3.1.2.1. Kekik Oziitiiniin Hazirlanmasi

Kekik oziitii hazirlamak igin toz haline getirilmis 20 g kekik bitkisi Sekil
3.2°deki gibi tartildiktan sonra saf suyun igerisine konularak karigtirildi ve 24 saat
bekletildi. Bu karisim filtre kagidi kullanilarak siiziildii ve geriye kalan posa atildi.

Stiziintii 1000 ml’lik balon jojeye alinarak muhafaza edildi.

Sekil 3.2. A) Ogiitiilmiis kekik bitkisinin tartilmas1 B) 24 saat bekletilen kekik- saf su karisimi C)
Filtrasyon iglemi D) Posasindan arindirilmis kekik ekstrakti
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3.1.2.2. AgNO3 Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.1 M AgNO; ¢ozeltisi elde etmek igin, Denklem 3.11°de bulundugu gibi 250 ml
saf suya 4,24 g AgNO; katilarak 20 dk. boyunca manyetik karistirict ile karistirildi.
Denklem 3.11°de A, m ve M, sirastyla 250 ml saf suya eklenecek AgNO; miktari, molar
ve molekiiler agirlig1 ifade etmektedir. Karisim giines 1s1gindan korunmasi i¢in AgNO;
¢ozeltisi hazirlandiktan sonra balon jojenin etrafi ¢ozeltisi aliiminyum folyo ile

kaplanarak muhafaza edildi.

_ mxM 4x250

o (M, (AgN05)=169.87 g/mol) (3.11)

_ 0.1x169.87x250 _ 4,24 ¢
- 1000 ~ 250 ml

3.1.2.3. UV-Vis Spektrometre Analizi ve eAgNP Sentezi

Glmis nanopartikiillerin sentezlenmesi i¢in kimyasal rediiksiyon metodu kullanilarak
iyonik glimiisiin indirgenmesini saglayan kekik oziitii ve AgNO; oranlart belirlendi.
Kekik ile enkapsiile olmus Ag nanopartikiil iiretiminin ger¢eklesmesini saglayacak
gerekli bitki 6ziitii ve AgNO5 oranmi elde etmek i¢in Oncelikle bitki ekstrakti kontrol
grubu iken AgNO; degisken olarak, daha sonra AgNO5; kontrol grubu iken bitki
ekstrakti orani degisken olarak kabul edilip Tablo 3.1’de verilen oranlar dogrultusunda
hazirlandi. Degiskene bagli hazirlanan soliisyonlarin 24 saat sonra ¢ekilen goriintiileri
Sekil 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Optimizasyon ¢aligmalari i¢in hazirlanan ¢ozelti icerikleri
Cozelti No. Cozelti oranlarn

5 ml ekstrakt + 1 ml AgNO5; + 4 ml saf su

5 ml ekstrakt + 2 ml AgNO5; + 3 ml saf su

5 ml ekstrakt + 3 ml AgNO; + 2 ml saf su

5 ml ekstrakt + 4 ml AgNO; + 1 ml saf su
5 ml ekstrakt + 5 ml AgNO4
1 ml ekstrakt + 5 ml AgNO; + 4 ml saf su

2 ml ekstrakt + 5 ml AgNO5; + 3 ml saf su

3 ml ekstrakt + 5 ml AgNO; + 2 ml saf su

©O©| 0O Nl o O B W N|

4 ml ekstrakt + 5 ml AgNO; + 1 ml saf su
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UV-Vis spektrofotometresi ile her ¢ozeltinin absorbans degerleri 200-800 nm
dalga boyu araliginda olgililerek optimum ¢o6zelti oran1 degeri belirlendi. UV-vis
spektrofotometre ile yapilan 6l¢iimler sonucu bulunan degere bagli olarak 4 ml saf
suyun igerisine ilk olarak 1 ml kekik oziitii eklenerek manyetik karistirict ile karistirilda.
Daha sonra ekstrakt eklenmis bu ¢dzelti, manyetik karistiricida karigtirilirken 5 ml
AgNO; soliisyonu pipet yardimi ile damla damla ilave edildi (Sekil 3.4). Karigim, 10-15
dk. manyetik karistiricida karigtirildiktan sonra gilines 1sigindan korunmasi igin
aliiminyum folyo ile kaplanarak 24 saat agzi kapali bir sekilde bekletildi. indirgenme
reaksiyonlart sonrast Sekil 3.3. B’de gosterildigi gibi kirmizimsi kahverengi rengine
dondigii gézlemlendi Elde edilen ¢ozelti cam petri kaplarina bosaltildiktan sonra 200 °C
sicaklikta etiive konularak suyun buharlagsmasi saglandi. Petri kabinin yiizeyinde biriken
solisyondan kalan kati kisimlar lamel yardimi ile kazinarak toplandi. Bu islem

sonucunda kekik ekstrakti ile enkapsiile olmus glimiis nanopartikiiller elde edildi.

A B |

Sekil 3.3. A) UV-vis spektrofotometre analizi igin hazirlanan 24 saat bekletilmis kekik ekstrakti/AgNO5
cozeltileri B) 24 saat sonra gozlenen renk degisimi

Sekil 3.4. A) AgNO; ¢ozeltisinin damla damla ekstrakt ve saf su karigimina eklenmesi B) 24 saat sonra
reaksiyon sonucu olusan kahverengimsi kirmizi ¢ézelti C) Cozeltinin buharlastirilmast sonucu kalan
tortular D) Kazima islemi sonrasi elde edilen eAgNP’ler
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3.2. Elektro-egirme Teknigi ile PCL/PLA/eAgNP Nanokompozit Fiber Uretimi
Elektro-egirme teknigi kullanilarak Tablo 3.2°de verilen nanofiber gesitleri tiretilmistir
ve iretilen nanofiberler karakterizasyon testlerine tabi tutularak birbirlerine gore

avantajl ve dezavantajli olduklar 6zellikler kiyaslanmistir.

Tablo 3.2. Uretimi yapilan nanofiber gesitleri

No. Nanofiber Amag
Cesidi
1 PLA PLA nanofiberin tek basina karakteristiklerini belirlemek
2 PCL PCL nanofiberin tek basina karakteristiklerini belirlemek
3 PCL/PLA PLA ve PCL’nin karakteristiklerinin birlestirilmesi ile nanofibere

farkli 6zellikler kazandirmak

4 PCL/PLA/AgNP  Ag nanopartikiiliin nanofibere kazandirdig1 6zellikleri belirlemek

5 PCL/PLA/eAgNP PCL/PLA nanokompozite kekik oziitii ile yesil sentezlenmis Ag
nanopartikiil eklenerek antibakteriyel 6zellikler kazandirmak

6 PCL/PLA/TE Kekik oziitiinin PCL/PLA nanokompozit {izerine spreylenmesi
ile nanofibere sadece 6ziitiin kazandirdigi 6zellikleri belirlemek

3.2.1. Kullanilan cihaz ve malzemeler

PLA Shenzhen Esun Industrial Co., Ltd., dimetilformamid (DMF, C3H,;NO)
Sigma-Aldrich, diklorometan (DCM, CH,Cl,) VWR Chemicals, PCL (M, =
80,000 g /mol) Sigma-Aldrich, kloroform (CHL, CHCI;) Carlo Erba Reagents
firmalarindan satin alinmistir. PLA’y1 ¢6zebilmek i¢in DMF ve DCM ¢oziiciileri
birlikte kullanilirken PCL’yi ¢6zebilmek i¢in ise DMF ve CHL ¢oziiciileri birlikte
kullanilmigtir. AQNP (20 nm) Nanokar Nanotechnology'den satin alindi.

Deneysel siire¢ yiriitiiliirken hassas terazi (RADWAG, AS220.R2), manyetik
karistirict (Thermomac-TM19-D), ultrasonik homojenizator (Bandelin Sonopuls- HD
2200), siringa pompasi diizenegi (New Era Pump Systems, Inc.) ile birlikte Sekil 3.5°te

verilen elektro-egirme cihazi (Eraktek Inovasyon) kullanilmustir.
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Sekil 3.5. A) Elektro-egirme diizenegi B) Doner toplayici C) Siringa pompast

3.2.2. Deneylerin Yapihis1
PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE
nanofiberlerin iiretiminin gerceklestirilmesi i¢in dncelikle her bir nanofiber i¢in polimer
¢ozeltilerinin hazirlanmasi gerekir. Polimer ¢ozeltilerinin 6zellikleri, elektro-egirme
islem parametrelerini etkiledigi i¢in optimum polimer, ¢6ziicii oranlart bulundu.
Bulunan oranlarla hazirlanan soliisyonlar elektro-egirme islemi ile nanofiber haline
gelerek toplanda.
3.2.2.1 Cozeltilerin Hazirlanmasi

Nanofiber iiretiminde kullanilacak polimer/¢oziicii oranlarinin tespit edilmesi
icin ilk olarak farkli yogunluk degerlerinde PLA, PCL soliisyonlar1 hazirlanip elektro-
egirme islemi sonucu nanofiber olusumunu saglayabilecek soliisyon oranlar1 belirlendi.
Tim nanofiber iiretimleri i¢in polimer/¢oziicii karisimlar: agirlik/hacim (w/v) dlgiimleri
esas alinarak hazirlandi. Optimum konsantrasyon degerleri iki polimer ¢dzeltisi i¢in de
bulundu. PLA nanofiber iiretimi i¢in ¢o6ziicii olarak DMF ve DCM kullanildi.

PLA polimeri (%10 w/v), DCM ve DMF c¢oziiciileri (4:1, v/v) igerisinde oda

sicakliginda 2 saat siire boyunca manyetik karistiric1 iizerinde karistirildi. PCL



63

soliisyonu hazirlanirken ise DMF ve CHL ¢oziiciileri kullanildi. PCL polimeri (%10
w/v), CHL ve DMF ¢oziiciileri (1:1, v/v) igerisinde oda sicakliginda 8 saat siire boyunca
manyetik karistiric1 lizerinde karistirildi. PCL/PLA iretimi igin de ayn1 PLA ve PCL
soliisyon oranlar1 kullanildi.

PCL/PLA/e AgNP nanofiber iiretimi igin ilk olarak PLA/e AgNP ve PCL/ eAgNP
cozeltileri ayr1 ayr1 hazirlandi. PLA/ eAgNP soliisyonu hazirlanirken DCM ve DMF
coziiclileri (4:1, v/v) icerisine PLA polimerinin agirlikca %1°1 miktarinda eAgNP
eklenerek ultrasonik homojenizatér yardimiyla 15 dakika boyunca oda sicakliginda
karistirildi. DCM/DMF/eAgNP karisimi igerisine PLA polimeri (%10 w/v) eklenerek
homojen kivama gelene kadar manyetik karistirici tizerinde karistirildi. Benzer sekilde,
PCL/eAgNP soliisyonu hazirlanirken CHL ve DMF ¢oziiciileri (1:1, v/v) igerisine PCL
polimerinin agirlikga %1°1 miktarinda eAgNP eklenerek ultrasonik homojenizator
yardimiyla 15 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildi. CHL/DMF/eAgNP karisimi
icerisine PCL polimeri (%10 w/v) eklenerek homojen kivama gelene kadar manyetik
karistiricr tizerinde karistirildi.

PCL/PLA/AgNP nanofiber iiretimi igin ilk olarak PLA/AgNP ve PCL/AgNP
cozeltileri ayr1 ayr1 hazirlandi. PLA/AgNP soliisyonu hazirlanitken DCM ve DMF
coziicliler1 (4:1, v/v) igerisine PLA polimerinin agirlikca %]1°1 miktarinda AgNP
eklenerek ultrasonik homojenizatér yardimiyla 15 dakika boyunca oda sicakliginda
karistirildi. DCM/DMF/AgNP karisimi igerisine PLA polimeri (%10 w/v) eklenerek
homojen kivama gelene kadar manyetik karistirici iizerinde karistirildi. Benzer sekilde,
PCL/AgNP soliisyonu hazirlanirken CHL ve DMF ¢6ziiciileri (1:1, v/v) igerisine PCL
polimerinin agirlikca %]1°1 miktarinda AgNP eklenerek ultrasonik homojenizator
yardimiyla 15 dakika boyunca oda sicakliginda karistirildi. CHL/DMF/AgNP karigimi
igerisine PCL polimeri (%10 w/v) eklenerek homojen kivama gelene kadar manyetik
karistirict iizerinde karistirildi.
3.2.2.2. Elektro-egirme Teknigi ile PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP,
PCL/PLA/AgNP Nanofiber Uretimi
Elektro-egirme islemi sirasiyla PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP,
PCL/PLA/AgNP nanofiberlerin iiretimi i¢in uygulandi. Tablo 3.3’te her bir nanofiber
icin belirlenen en uygun elektro-egirme parametreleri verilmistir. Bu parametreler
belirlendikten sonra hazirlanan soliisyonlar elektro-egirme islemine tabi tutuldu.
PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP nanokompozit fiber iiretiminde PLA,
PCL; PCL/eAgNP, PLA/eAgNP; PCL/AgNP, PLA/AgNP soliisyonlari farkli siringalara
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capraz yerlestirilerek sirasiyla PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP ve PCL/PLA/AgNP
nanokompozit fiber iretimleri saglandi. Elektro-egirme islemi siireci boyunca
topraklanmis kolektor olarak aliiminyum folyo ile kaplanmis doner tambur plaka
kullanilmigtir. Hazirlanan polimer ¢ozeltileri ilk 6nce 10 mL'lik plastik siringalara
doldurulmus ve polietilen kilcal bir boru ile metalik bir igneye (i¢ ¢ap=0.56 mm,)
baglanmistir. Bu cihazda sistemin pozitif elektrotu metalik igneye, topraklanmis olan
elektrotu ise iletken kolektére baglanmustir. Elektro-egirme siireglerinin tamami oda

sicakliginda gergeklestirilmistir.

Tablo 3.3. Nanofiber iiretimleri igin optimize edilen elektro-egirme parametreleri

Nanofiber cesidi Mesafe Voltaj Besleme orani
PLA 13-15cm 30 kV 0.5 ml/ saat
PCL 13-15cm 22 -25 kV 1 ml/saat
PCL/PLA 14 cm 27.5 kV 0.5 ml/ saat
PCL/PLA/eAgNP 13-15cm 30 kV 0.8 ml/saat
PCL/PLA/AgNP 13 cm 28 kV 0.35 ml/saat

3.3. Karakterizasyon Analizleri

Calisma sonunda tiretilen nanofiberlerin morfolojik yapisi, hidrofiliklik profili,
mekanik  Ozellikleri, antibakteriyel —ozellikleri, biyouyumluluk  profili  gibi
karakteristikleri incelenmistir. Bu karakteristiklerin belirlenmesi igin SEM (Taramali
Elektron Mikroskobu), TEM (Gegirimli elektron mikroskobu), TGA (Termal
gravimetrik analiz), XRD (X-Ismlar1 Difraksiyonu), FTIR (Fourier Doniigiimlii
Kizilétesi Spektroskopisi) analizleri yapilmis, ¢cekme test cihazi ile mekanik 6zellikler
(ylizde uzama, gerilme mukavameti, sekil degisimi vs.), Fosfat Tampon Co6zeltisi (PBS)
daldirma yontemi ile de biyobozunurluk &zellikleri gézlemlenmistir. Ayrica E.coli, S.
aureus bakterilerine karsi gelistirilen malzemenin antibakteriyel 6zellikleri disk
difiizyon metodu yontemiyle test edilmistir.
3.3.1. Morfolojik Analiz
Uretilen nanofiber morfolojilerinin saptanmasi amaciyla nanofiberlerin yiizeyleri
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) (Hitachi — SU 1510) araciligiyla alinan goriintiiler
ile incelenmistir. Uretilen nanofiberlerin SEM analizinden 6nce numune yiizeyleri
elektrik iletkenliginin artirilmasi amaciyla Leica, EM, ACE600 marka kaplama cihazi
kullanilarak altin/paladyum ile kaplanmistir. Goriintii alinirken 5 kV elektriksel
potansiyel farki uygulanarak, 5K X, 15K X, 50K X biiyiitme oranlarinda SEM
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goriintiileri alinmistir. Cekilen SEM goriintiileri ile nanofiberlerin lif ¢ap1, dagilimi,
yiizey piiriizliliigli ve yiizey morfolojisi arastirilmistir ve IMAGE-J goriintii analiz
programui ile ortalama fiber ¢ap1 ve fiber ¢ap1 dagilimlar1 belirlenmistir. Gegirimli Alan
Mikroskobu (TEM) (JEOL 2100) ile eAgNP ve PCL/PLA/eAgNP nanofiber yiizeylerin
mikroyapisal karakteristiklerinin anlasilmasi i¢in kullanilmistir.

3.3.2. Hidrofiliklik Profili

Temas agisi, bir sivinin bir katinin yilizeyini 1slatma yeteneginin bir Olctlisiidiir. Temas
acis1 analiz cihazi Sekil 3.6’da goriildiigi gibi; sivinin damlatildigi pipet ve numune
tablasi, numune yiizeyi lizerindeki damlacigin goriintiisiiniin alinmasi i¢in bir kamera,
alman goriintiilerin aktarildigi bilgisayar ve damlanin analiz edilmesi icin gerekli
yazilimdan meydana gelmektedir. Su temas agisinin 90° {izerinde ¢ikmasi numunenin
hidrofobik yapisina atfedilirken 90° altindaki sonu¢lar numunenin hidrofilik bir yap1
sergiledigini gdsterir. SU temas agis1 “sesil (yerlestirilen) damla yontemi” uygulanarak

gerceklestirilmistir.

Sekil 3.6. Su-temas agis1 6l¢timii
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Numune {izerine mikropipet kullanilarak saf su damlatilmis ve temas agilari, damlalarin
video kaydma alinan goriintiilerinden belirlenmistir. Her bir numune igin 120 saniye
boyunca alinan kayitlara gore temas acgis1 degerleri belirlenmis ve ortalama degerleri
hesaplanmistir. 20 mm X 20 mm boyutlarindaki her bir nanofiberin hidrofiliklik
ozellikleri temas acist Ol¢iim cihazi (Biolin Scientific Attension, Theta Lite) ile oda
sicakliginda Ol¢iilmiistiir. Hava ortamindaki su temas agist 6l¢iimleri igin 5 ul hacminde
su damlalar1 kullanilmistir.

3.3.3. FTIR

Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR), her dalga boyunun ayri
ayr1 taranmasina gerek kalmadan hizli ve yiiksek ¢oziiniirliikte spektrumlar elde etmeyi
saglayan analiz 6l¢lim cihazidir. Bir malzemenin numunelerine kizildtesi radyasyonun
(IR) uygulanmasiyla gerceklestirilen FTIR analizi, malzeme tarafindan absorbe edilen
kizil6tesi bolgedeki dalga boylarinin araligini dlger.

Elektro-egrilmis eAgNP katkili PCL/PLA nanokompozit fiberlerde molekiillerin
yapisindaki baglarin tanimlanarak PCL, PLA ve eAgNP malzemelerinin fonksiyonel
gruplarin1 saptamak i¢in FTIR cihaz1 ile (Thermo Scientific — Nicolet iS20) analiz
yapilmistir. Analizler 400 — 4000 cm™? dalga sayis1 araliginda gergeklestirilmistir.
3.3.4. XRD

X-151n1 kirinim analizi (XRD), bir malzemenin kristalografik yapisini belirlemek
icin malzeme biliminde kullanilan bir tekniktir. Nanofiberlerin ve eAgNP’lerin Kristal
fazlarin1 tanimlamak ve boylece kimyasal bilesim bilgilerinin tespit edilmesi amaci ile
XRD (PANalytical EMPYREAN) analizi yapilmustir. Olgiim sirasinda tarama hizi
1°/dakika’ya, tarama aralig1 0° ile 80" araligina ve adim boyutu 0.05 ©’ye ayarlanmistir.
3.3.5. Mekanik Analiz

Gerilim testi olarak da bilinen ¢ekme testi, mekanik testlerin en temel ve yaygin
tirlerinden biridir. Bir c¢ekme testi, bir malzemeye cekme kuvveti uygular ve
numunenin strese tepkisini 6l¢er. Bunu yaparak, ¢ekme testleri bir malzemenin ne kadar
giiclii oldugunu ve ne kadar uzayabilecegini belirler. Tiim nanofiber tiirlerinin gerilme
mukavemeti, elastik modiilii ve kopma uzamasi ASTM D638-14 standardina gore
cekme testi ile belirlendi. Nanofiberlerin gerilme kuvveti, elastik modiilii, kopma
uzamasi gibi mekanik 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla ¢ekme test cihazi (Shimadzu
AG-X) ile ¢ekme testi yapildi. Numune kalinliklarini 6lgmek igin nanofiberler iki cam
lamel arasina yerlestirilerek mikrometre ile 6l¢giilmiistiir ve ortalama nanofiber kalinlig

yaklasik 0.01 mm bulunmustur. Nanofiberler 10x50 mm ebatlarinda kesildikten sonra
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10 mm/dk. ¢ekme hizinda test gerceklestirilmistir. Test, oda kosullarinda
gerceklestirilmis olup her nanofiber tipi igin 5’er kez tekrar edilmistir. Bu analiz sonucu
gerilme—yiizde uzama egrileri elde edilmistir. Maksimum ¢ekme gerilimi, maksimum
yiizde uzama ve elastik modiilii degerleri ¢ekme gerilimi-gerinim egrilerinden

hesaplanarak tahmin edildi.

PCLIPLAIeAgNP PCL/PLA/TE PCL/PLA/AgNP PCL/PLA/TE PCL/PLA/AgNP PCL/PLA/eAgNP

—

Sekil 3.7. A) Cekme test cihazi ile yapilan ¢ekme testi uygulamasi B) Nanofiberlerin ¢ekme testi dncesi
ve sonrast goriintiileri
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3.3.6. TGA

Termogravimetrik Analiz (TGA), sicakligin ve/veya 1sitma siiresinin bir
fonksiyonu olarak bir numunenin agirhigindaki degisimin belirlenmesini igeren bir
termal analiz teknigidir. Nanofiberlerin sicakliga bagl kiitle kayb1 6l¢limiiniin yapilmasi
icin Termogravimetrik Analiz (TGA) (Setaram — Labsys Evo) yapilmistir. TGA azot
atmosferi altinda, 0-500 °C araliginda ve 20 °C/dk 1sitma hizinda 15 dakika boyunca
gerceklestirilmistir. Incelenen TGA sonuglarma gore iretilen nanokompozit ve
nanofiberlerin 1sisal karakteristikleri, termal stabiliteleri ve termal bozunma sicakliklar
belirlenmis olup numunelerin 1sisal davranig iligkileri incelenmistir. TGA malzemenin
agirlik kaybinin gerceklesmedigi sicaklik araligini bulmaya yardimer olur ve bu aralik da
malzemenin kararli oldugu sicaklik araligi oldugu anlamina gelir. Ayrica, agirlik kaybina
ugradigr sicaklik araligii da saptar ve bu agirlik kaybi da malzemenin bozundugunu
sicaklik araligini gosterir.
3.4. Biyobozunurluk Profili
Nanofiberlerin zamana bagli bozunma oraninin tayin edilmesi i¢in 3x3 cm? ebatlarinda
kesilen numuneler PBS (Giindiiz Kimya) ¢6zeltisi igerisinde 37°C sicaklikta inkiibe
edildi. Inkiibasyon siireleri 1 hafta olarak belirlendi ve haftalik periyotlarla agirliklar:
ol¢iildii. Her bir haftalik zaman diliminden sonra inkiibe edilen numuneler 1’er giin
etlivde kurutuldu. Kurutma isleminden sonra tartilan numuneler bir sonraki agirlik kayb1
ol¢iimii igin PBS sivist igerisine inkiibasyon amaciyla geri konuldu. Olgiilen agirliklar

sonucu Denklem 3.12’e gore bozunma oranlari (%) hesaplandi.

inkiibasyon sonrasi kuru agirlik

Bozunma orani (%)= 100 — ( X100) (3.12)

ilk kuru agirhk
3.5. Antibakteriyel Aktivite Testi

Nanofiberlerin antibakteriyel 06zelliklerinin belirlenmesi icin Necmettin Erbakan
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali’nda antibakteriyel testler
gerceklestirilmistir. Elektro-egrilmis nanofiberlerin antibakteriyel performansi, agar
disk difiizyonu yontemiyle gram negatif Escherichia coli 25922 (E.coli) ve gram pozitif
Staphylococcus Aureus 29213 (S.aureus) organizmalarina karst nitel olarak
degerlendirilmistir. Antibakteriyel aktivitenin gozlenmesi amaciyla ilk olarak PLA,
PCL, PCL/ PLA, PCL/ PLA/eAgNP ve PCL/ PLA/TE nanofiberlerlerden test numunesi
olarak 12 mm c¢apta diskler hazirlandi. Yesil sentezlenmis eAgNP’lerin de
antibakteriyel 6zelliklerinin tespit edilmesi amaci ile 12 mm ¢apinda kesilmis olan filtre

kagidi disklerin iizerine S5Smg/ml oraninda saf suda homojen hale getilmis eAgNP’ler
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emdirilerek test numuneleri hazirlandi. Hazirlanan numuneler UV sterilizasyon cihazi
(FYTRONIX) kullanilarak 30 dakika boyunca steril edildi. Petri kaplarina bakteri ekimi
yapilmadan 6nce Mueller Hinton Agar (MHA) besiyeri hazirlanarak bakteri kiiltiirii
olusturuldu. Sekil 3.8’de bakteri ekim asamalar1 gosterilmistir. Disk difiizyon
metodunda bakteri ekimi sirasinda bakteri konsantrasyonunun yaklasik 0,5 McFarland
(McF) olmasi gerekmektedir. 24 saat 37 °C’ de kiiltirlenen bakteriler bu standardi
saglamak i¢in peptonlu fizyolojik tuzlu su ile seyreltilerek ve 180 rpm’de
santrifiijlenerek bakteri yogunlugu ayarlanmaya ¢alisildi. Bakteri koloni konsantrasyonu
her bir besiyere ekilmek lizere bakteri kiiltlirii hiicre densitometresi ile olgiilerek 0.5
McFarland standardina gore (108 cfu/ml) ayarlandi. Hazirlanan bakteri siispansiyonlari
drigalski spatiilii kullanilarak Muller Hinton agar plakalar1 iizerine yayildi. Bakteri
ekimi tamamlandiktan sonra her bir nanofiber numunesinden hazirlanan 12 mm capinda
diskler her iki bakteri ¢esidi i¢in 4’er tane olmak tizere petri kaplarina yerlestirildi. Daha
sonra bu agar diskler 37°C'de 48 saat boyunca inkiibasyona birakilarak inkiibasyon
sonucu disk etrafinda olusan inhibisyon halkasi ¢aplart Image J yazilimi kullanilarak

belirlendi.

Sekil 3.8. Antibakteriyel test asamalari
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

Calisma kapsaminda iretimi gerceklestirilen eAgNP’lere ait karakterizasyon
analizleri sonuglarma, PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP,
PCL/PLAJ/TE nanofiberlerin morfolojik, mekanik, hidrofiliklik, bozunurluk, kimyasal
Ozelliklerinin tespit edilmesi amaciyla yapilan analiz sonuglarina ve bu analiz
sonuclarinin degerlendirmelerine bu kisimda yer verilmistir.
4.1. Bitki Oziitii ile Enkapsiile Giimiis Nanopartikiil Uretim Calismalari Sonuclar
4.1.1. Bitki Oziitii ve AgNO3 Cézeltisi Konsantrasyonu Optimizasyonu

UV-Vis spektrofotometre ol¢iimlerinde farkli konsantrasyonlardaki ¢ozeltiler
icerisinde Sekil 4.1°de olusum mekanizmas1 sembolize edilen Ag® nanopartikiillerin
varligin1 tespit etmek igin 420-470 nm dalgaboylarinda absorbans zirve noktasi
degerlerinin olusmasi beklenir. Her bir ¢ozelti UV-vis spektrofotometrede 334 nm
dalgaboyunda Oolgiilerek her bir soliisyona ait absorbans degerleri Sekil 4.2°deki
absorbans- dalga boyu grafigindeki gibi bulundu. Elde edilen spektrum grafikleri
degerlendirildiginde en yiiksek pik ve mavi dalga boyuna kaymanin gézlemlendigi %10
0ziit konsantrasyonun optimum 06ziit konsantrasyonu, 0.01 M %50 AgNO; ¢o6zeltisinin
ise optimum AgNO; konsantrasyonu oldugu bulunmustur. Grafiksel degerler
karsilastirildiginda en kiigiik boyutlu giimiis nanopartikiil tiretiminin ‘5 ml AgNO3+1
ml kekik ekstrakti+4 ml saf su’ ile hazirlanan cozeltide oldugu gozlemlenmistir.
Maksimum absorbans Sekil 4.3 te gosterildigi gibi 2.47 absorbans degerinde 436 nm'de
elde edilmistir. Yapilan Onceki calismalar, AgNP spektrumunun 410 ile 470 nm
arasinda bir zirve noktasina sebep olabilecegi ve bu nm araliginda kiiresel nanoparcgacik

olusumu gozlemlenebilecegini dnermektedir (Zaheer and Biointerfaces 2012).

? 25 °C, 20 dakika
Ny
0

(aq)

A +
+ g Manyetik kanigtirici

o~

Timol

Sekil 4.1. eAgNP’lerin kimyasal olusum mekanizmast
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Sekil 4.3. Yesil sentezlenmis Ag nanopartikiil ¢ézeltisinin Dalga boyu- Absorbans egrisi

4.1.2. TEM Analiz Sonuclar

Belirlenen optimum deger konsantrasyon sartlarina uygun sentezlenen
eAgNP’lerin boyut ve morfolojik yapisini incelemek i¢in TEM analizi gerceklestirilmis
ve cekilen TEM goriintiileri Sekil 4.4°de gosterilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
sentezlenen eAgNP’lerin morfolojisinin kiiresel bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir.
Nanopartikiillerin ortalama ¢aplari, TEM goriintiilerinde rastgele segilen 50 tane
nanopartikiil ele alinarak Image J programi araciligiyla hesaplanmistir. Buna gore

nanopartikiil ¢aplarinin 4 ila 70 nm arasinda degisiklik gosterdigi ve ortalama ¢aplarinin
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yaklagik 23.3 nm oldugu bulunmustur. Kekik bitki Oziitiiyle {iretilen glimis
nanopartikiillerin ¢aplarinin 18-22 nm arasinda degistigi yapilan bir ¢calismada (Rakaa
and et al. 2020) bildirilmistir. eAgNP c¢aplarinin boyutlarinin azalmasi bakteri
etkilesiminin artmasina yol acarak hiicre oliimlerini tetikleyip enfeksiyon riskinin

azalmasini saglayabilir (Khurana, Vala, Andhariya, Pandey, & Chudasama, 2014).

Sekil 4.4. eAgNP’lerin TEM goriintiileri

4.1.3. XRD Analiz Sonuclari

eAgNP’lerin X-1s1mm1 kirinim modeli Sekil 4.5'te gosterilmektedir. Enkapsiile
olmus glimiis nanopartikiillerin karakteristik XRD tepe noktas1 degerleri ve siddetleri
ele alindiginda (Kamyar, Ahmad et al. 2012, Meng 2015) 21,87° (299), 31.96° (299.9),
38.27° (1000), 44.4°(336.7), 46.21°(140.1), 53.8°(196), 64.53°(279.7) ve 77.45° (331.6)
20 degerlerinde Bragg yansima tepe noktalar1 olustugu goriilmiistir. Bu tepe
noktalarindan 38.27°, 44.4°, 64.53° ve 77.45° sirastyla Sekil 4.5°te gortldiigu gibi
yiizey merkezli kiibik (fcc) giimis kristallerinin 111, 200, 220, 311 kristalografik
diizlemlerine karsilik gelmektedir. Sekil 4.6 ise AgNP’lerin karakteristik XRD
spektrumu modelidir. En siddetli zirve noktasimi karsilayan ise 20=38.51° agisinin
bulundugu 111 kirinim diizlemidir. 21.87°, 31.96°, 46.21°, 53.8° ag1 degerlerindeki tepe
noktalarinin olusumu ise kekik 6ziitiiniin varligina yorumlanmaktadir.

XRD sonuglari, bitki o6ziitii tarafindan sentezlenen AgNP’lerin dogada kristal
yapida oldugunu acgikca gostermektedir. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin, elde
edilen XRD verileri (20=38.51; FWHM=0.29) kullanilarak Scherrer denkleminden
hesaplandigi tizere 33.46 nm gapa sahip oldugu bulundu. Buna ek olarak, eAgNP’nin 20
degeri 13° ve 19.7° 'de major tepe noktalar1 tetragonal kristal yapiya atfedilerek timol
bileseni ve AQgNP arasindaki kompleks olusumunun gii¢lii bir kanitt oldugu
ongoriilmiistiir (Aytac, Ipek et al. 2017).
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Sekil 4.6. AgNP’ye ait XRD spektrumu (Kamyar, Ahmad et al. 2012)

4.1.4. FTIR Analizi

eAgNP sentezinde yer alan kekik oziitiindeki fitokimyasallarin olast fonksiyonel
gruplar1 FTIR analizi ile belirlendi. Kekik bitkisi tarafindan sentezlenen AgNP’lerin
FTIR spektrumu Sekil 4.7'de gosterilmistir. eAgNP’lerin  FTIR spektroskopisi

incelendiginde kekik oziitiiniin FTIR spektrumu karakteristik noktalar1 1261 cm™!
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noktasinda fenol grubu igeren timol aromatik bilesenininin benzen halkasi seklinde O-H
deformasyonu ve C-O gerilme titresim etkilesimini (Nowak, Danuta et al. 2013), 2132

cm™! noktasinda CH alkin gruplarinin -CZCH gerilme titresimini, 2161 cm™!

noktasinda alifatik gruplarn N=C gerilme titresimini, 731 cm™! noktasinda birincil
aminlerin N-H diizlem dis1 biikiilme titresimlerini, 800 cm™?! noktasinda vinilidenlerin
CH, diizlem dis1 deformasyon titresimini temsil etmektedir (Gholami, Shahzamani et al.
2018, Manukumar, Yashwanth et al. 2020)
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Sekil 4.7. eAgNP’lerin FTIR spektrumu

4.1.5. Antibakteriyel Test Sonuclar

S. aureus ve E. coli bakterilerine karsi antibakteriyel aktiviteleri test edilen eAgNP
disklerine ait 37 °C’de 24 saat inkiibasyon sonrasi olusan inhibisyon ¢aplar1 Sekil 4.8’de
verilmigtir. Yapilan ¢alisma sonuglarima gore eAgNP, S. aureus bakterisine karsi
ortalama 23.2 mm inhibisyon halkasi ¢ap1 olustururken E. coli bakterisine kars1 yaklasik
20.5 mm ortalama inhibisyon cap1 gostermistir. S. aureus bakterisine karsi olusan
inhibisyon c¢aplar1 22.16 mm ile 24.47 mm arasinda degiskenlik gosterirken, E. coli
bakterisine karsi olusan inhibisyon ¢aplart 19.24 -21.61 mm arasinda degiskenlik
gostermektedir. Kekik familyasindan Thymus kotschyanus ekstraktindan yesil
sentezlenmis AgNP'lerin antibakteriyel aktivitesini inceleyen bir ¢alisma (Gholami,

Shahzamani et al. 2018) S. aureus bakterisine karst 10.33 = 1.2 mm inhibisyon g¢ap1
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gozlemlerken E. coli bakterisine karsi 7.33 + 1.38 mm inhibisyon ¢ap1 olustugunu
kaydetmislerdir. Bu ¢alisma, T. kotschyanus tarafindan sentezlenen AgNP'lerin gram
pozitif bakterilerin biiylimesini 6nemli 6l¢iide etkiledigini gostermistir. Kekik yapraklari
ekstraktiyla AgNP’lerin biyosentezlendigi baska bir ¢alisma da (Rakaa and Obaid 2020)
S. aureus bakterisinin E. coli bakterisine gore daha yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi
sonucunu desteklemektedir.

S. aureus E.coli

Sekil 4.8. eAgNP’lerin E.Coli ve S.Aureus bakterilerine kars1 olusturduklari inhibisyon halkasi ¢aplari

4.2. Nanofiberlerin Karakterizasyon Analizlerinin Sonuclari
4.2.1. Morfolojik Analiz

SEM gortintiileri Sekil 4.9°da verilen nanofiber ¢aplarinin ortalama, minimum,
maksimum ve standart sapma degerleri Tablo 4.1°de verilmistir. Uretilen nanofiberlerin
morfolojisi incelendiginde boncuksuz, diizgiin yapida fiber olusumunun saglandig
goriilmiistiir.  Ortalama fiber c¢aplarn PCL, PLA, PCL/PLA, PCL/PLA/TE,
PCL/PLA/AgNP ve PCL/PLA/eAgNP nanofiberler icin sirasiyla 271.7+123 nm,
499.97+212 nm, 349.26 £225 nm, 413.71 £ 351 nm, 253.25 + 99 nm, 280.91 £ 216 nm

olarak bulunmustur.




Tablo 4.1. Nanofiber ¢aplar1 ve dagilimi
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Numune tanimi | Ortamama Maksimum Minimum Standart
nanofiber ¢cap1 cap degeri cap degeri Sapma
(hm) (hm) (hm)
PCL 271,7 £ 112 399,824 148,768 3,92
PLA 499,97 + 212 789 238,468 8,14
PCL/PLA 34926+ 171 650,62 199,91 6,11
PCL/PLA/TE 413,71 £ 351 959,2 216,87 9,71
PCL/PLA/AgNP | 25325+ 123 643,1 153,6 5,39
PCL/PLA/eAgNP | 280,91 & 198 545,16 112,946 7,37
5.00KX 15.00K X

1554 \
EHT = 6.00kV
WEC = 7.8 mm

Signal A = SE2
Mag= 15.00KX

EHT = 5.00 kv
WD= 7.7mm
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Sekil 4.9. SEM goriintiileri A) PCL B) PLA C) PCL/PLA D) PCL/PLA/TE E) PCL/PLA/AgNP
F) PCL/PLA/eAgNP

PCL nanofiberin fiber caplar1 148.768 nm ile 399.824 nm arasinda degiskenlik
gostermistir. PLA nanofiberin ise PCL nanofibere kiyasla 499.97 nm ile 789 nm
arasinda degiskenlik gosteren daha biiyiik ¢apa sahip fiberlerden olustugu ve fiber
caplar1 arasinda daha az homojen dagilim sergiledigi goriilmistiir. Nanofiberlerin
ortalama ¢api, PLA yapisina eklenen PCL ile azalmistir (Zhang, Zhai et al. 2018).
PCL/PLA nanokompozit fiber capmnmn 199.91 nm ile 650.62 nm arasinda dagilim
gosterdigi ve PCL, PLA nanofiberlere ait fiberlerin ortalama c¢aplar1 arasindaki
degerlerden olustugu goriilmistiir.

PCL/PLA/TE nanofiber yapisinda kekik oziiti PCL/PLA nanokompozit
nanofiberin yiizeyini kaplayarak fiber 0Ozelliklerini etkilemistir. PCL/PLAJ/TE
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nanofiberin ortalama fiber ¢apinin PCL/PLA nanofibere ait ortalama fiber g¢apina
kiyasla kismen daha fazla olmasinin sebebi yiizeyde bulunan fiberler tarafindan absorbe
edilen kekik Oziitiiniin ylizeydeki fiberlerde kalinlagmaya neden olmasi olarak
aciklanabilir. Ayn1 zamanda bu durum fiber ¢ap1 dagiliminin homojenliginin azalmasina
yol agmistir. PCL/PLA ile PCL/PLA/AgNP nanofiberlerin ortalama fiber ¢aplar1 birbiri
ile kiyaslandiginda %1 AgNP eklenmesinin fiber ¢apinda azalma meydana getirdigi
goriilmektedir. AgNP’lerin nanofiberlere dahil edilmesinin daha ince fiber olusumunu
destekledigi birgok ¢alisma (Tarus, Mwasiagi et al. 2019, Maleki, Mathur et al. 2020)
yapilmistir. Artan AgNP icerigine bagli olarak polimer ¢o6zeltisinin iletkenliginin
artmasi sonucu elektro-egirme prosediirii sirasinda elektrik alan uygulanmasi ile artan
jet geriliminin fiber ¢apinda azalmaya yol a¢tig1 varsayilmaktadir (Barani and C 2014,
Topuz, Satilmis et al. 2019, Zhou, Thakurathi et al. 2019). PCL/PLA/AgNP nanofiber
ve PCL/PLA/eAgNP nanofiberlerin ortalama fiber ¢aplar1 birbiri ile kiyaslandiginda
PCL/PLA/AgNP nanofiberin ortalama fiber capmin daha az oldugu goriilmektedir.
Bunun sebebi PCL/PLA/eAgNP nanofiberde Ag+ iyonlarinin kekik bitkisi molekiilleri
ile indirgenip glimiisiin enkapsiilasyonu sonucu giimiisiin iletkenliginin azalmasi olarak
aciklanabilir. PLA, PCL ve PCL/PLA nanofiberlerin piirlizsiiz bir ylizeye sahip oldugu
goriilitken eAgNP ve AgNP iceren nanofiberlerin yiizeylerinin daha piiriizlii ve yari
granil bir yapiya sahip oldugu goriilmiistiir. Bu morfolojik olugsumlar nanofiber
igerisindeki AgNP’lerin varligini ispatlamaktadir. Fiber yiizeylerinde meydana gelen
pliriizlii yapinin hiicrelerin tutunmasi, proliferasyonu, gocii ve farklilagsmasi i¢in elverisli
bir ortam olusturdugu diisiiniilmektedir (Naseri, Poirier et al. 2016, Sultan and Mathew
2018).

4.2.2. FTIR Analiz Sonuglar:

Uretilen PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP,
PCL/PLAJ/TE nanofiberlerin ve giimiis nanopartikiillerin kimyasal karakterizasyonu,
fonksiyonel gruplari, AgNP veya eAgNP’lerin etkinligi ve bunlarin kimyasal yapiya
etkisi FT-IR analizi ile karsilastirilarak incelenmistir.

PCL nanofiberlerinin FTIR spektrum grafigi Sekil 4.11°de gosterilmis ve karakteristik
piklerin 732 cm™1’de CHz titresiminden, 961 cm™1’de C-O—C simetrik bagindan, 1364
cm~1’de C—C bagindan, 1140 cm~1’de C-O bagindan, 1161 cm~1’de O-C-O bagindan,
PCL'nin kristal fazindaki gerilmesini temsil eden 1239 ve 1293 cm™?! noktalar1 sirasiyla C-
C ve C-O bagindan ve 1364 cm™1’de C-H baginin simetrik deformasyonundan, 1720

cm~1’de C=0 gerilme titresiminden, 2865 cm™1’de C—H2 simetrik gerilme titresiminden,
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2942 cm~1’de C—H2 asimetrik gerilme titresiminden kaynaklandigi arastirmalar sonucu
tespit edilmistir (Shalumon, Sreerekha et al. 2011). PCL’nin igeriginde bulunan bu

baglanma sekilleri ve molekiiler yapis1 Sekil 4.10°da gosterilmistir.
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Sekil 4.10. PCL’nin bag ag¢ilimi

120

100
X 80+
x
5 8
S 60 NN
O -4
[1)] o~
O 40

20 4

&
0 -

4000 . 35I00 - 3OI00 . 25I00 - ZOIOO | 15I00 . 10IOO | 560
Dalga sayisi(cm™)
Sekil 4.11. PCL nanofiberin FTIR spektrumu
PLA nanofiberlerinin ise FTIR spektrum grafigi Sekil 4.13’te gosterilmis ve
karakteristik piklerin 754 cm™1’de =C-H bagindan, 867 cm™1’de =C-H bagindan, 1084
cm~1’de C-O bagmdan (—CH (CH3) —OH), 1181 cm~!’de C-O-C ¢ekme gerilmesi
titresiminden, 1451 cm~1’de —CHs simetrik baginin biikiilme titresiminden ve 1749
cm~P’de C=0 karboksil baginin ¢ekme gerilmesinden, 2942 ve 2997 cm~’de C-H
(cift) titresiminden kaynaklandigi literatiir arastirmalari sonucu bulunmustur
(Mofokeng, Luyt et al. 2012). PLA’nin igeriginde bulunan bu yapilar Sekil 4.12’de

gosterilmistir.
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Sekil 4.13. PLA nanofiberin FTIR spektrumu

PCL yapisina eklenen PLA ile PCL ve PLAmmn bir kombinasyonu olan
PCL/PLA nanofibere ait FTIR spektrumu Sekil 4.14’te gosterilmistir. Sekil 4.15te ise
PCL/PLA’nin PCL ve PLA nanofiberle ile birlikte FTIR spektrumlari gosterilmistir.
2941 ve 2867 cm~l'deki tepeler sirasiyla, PCL ve PLA nanofiberlerdeki 2942

cm™~!'deki tepe noktalarma ve PCL nanofiberde bulunan 2865 cm™"

deki tepe noktasina
karsilik gelmekte olup metilen ve metil gruplarinda bulunan C-H gerilme titresimlerini
temsil etmektedir. 1723 cm~1’deki tepe noktass PCL’nin 1720 cm~1’deki tepe
noktasina karsilik gelmekte olup PLA’nin 1749 tepe noktasindaki C=0 karbonil baginin
etkisiyle PCL nanofiberin tepe noktasinin kaymasina yol agtig1 gézlemlenmis olup PCL

ve PLA'min karakteristik karbonil (CO) tepelerini temsil etmektedir. 1456 cm™1’deki
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tepe noktasi, PLA’'nin 1451 cm™1’deki tepe noktasini PCL’nin 1471 cm™1’deki tepe
noktasinin etkisiyle kaydirmig olup C-H biikiilme titresiminden kaynaklanmaktadir.
PCL/PLA nanokompozit fiberin bunlarin yani sira PCL nanofibere ait 1364, 1239, 960
cm~1’deki tepe noktalarini, PLA nanofibere ait ise 1181, 1044 cm~1’deki tepe
noktalarim icerdigi goriilmektedir. 1089 cm~!'deki tepe, PCL ve PLA'da bulunan C-O—
C baglantisim1 temsil eder. Tim bu gézlemler, PCL/PLA nanokompozit fiber yapi

iskelelerinde PCL ve PLA'nin varligini agik¢a gostermektedir.
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Sekil 4.14. PCL/PLA nanofiberin FTIR spektrumu
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Sekil 4.15. PCL, PLA, PCL/PLA nanofiberlerin FTIR spektrumlari



82

PCL/PLA/TE nanofiberin FTIR spektrumu Sekil 4.16’da verilmistir. PCL/PLA
nanofibere kekik oziitii eklendiginde FTIR spektrumu dalga sayilarinda kayma meydana
geldigi goriilmektedir. PCL/PLA nanofibere ait tepe noktalarimin varligina ek olarak kekik
oziitiiniin karakteristigi 933, 1065, 1107, 1165, 1396 cm™1"deki tepe noktalarinin varlig
ile anlasilmaktadir (Nowak, Danuta et al. 2013).
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Sekil 4.16. PCL/PLA/TE nanofiberin FTIR spektrumu

Sekil 4.17°de AgNP ve eAgNP iceren numunelerin FTIR spektrumlar
verilmistir. 586 cm™! dalga sayisinda AgNP nin karakteristik tepe noktalar1 olusmustur.
Bu tepe noktalar1 gilimiis titresimi olarak bilinmektedir. AgNP'lerin varliginda,
PCL/PLA nanokompozit fibere yiiklenen AgNP'lerin FTIR spektrumunun tepe
noktalarinda 2941'den 2945 cm~'’e, 2867°den 2866 cm™!'e, 1723'ten 1722 cm™!'e,
1456'ten 1457 cm~''e, 1239'den 1248 cm™~1'e, 1089'ten 1088 cm~''e, 1044'ten 1046
cm~ e, 960'tan 961 cm~''e, 736'ten 733 cm~!'e kaymalar gozlemlenmistir. Bu
degisiklikler PCL/PLA’nin hem hidroksil hem de karboksil gruplarinin sentez ve
stabilizasyonda yer aldigini gosterir (Eghbalifam, Shojaosadati et al. 2020).

Sekil 4.17°de PCL/PLA nanokompozit fibere katkilanan eAgNP varliginda
kekik oziitli ile enkapsiilasyon islemi sonucunun PCL/PLA/AgNP nanofibere kiyasla
gecirgenlik yiizdesini azalttigi ve dalga sayilarinda bariz bir farka sebep olmadan
kaymalar meydana geldigi goriilmektedir. Bolim 4.1.4’te FTIR analizi verilen
eAgNP’lerin tepe noktalarinin PCL/PLA/eAgNP FTIR analizinde belirgin bir sekilde
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goriilmemesinin sebebi polimer miktarinin %1°1 oraninda ilave edilen eAgNP’lerin PLA

ve PCL polimerleri tarafindan baskilanmasidir.

—— PCL/PLA/eAgNP
— PCL/PLA/AgNP

e rigfya e
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Sekil 4.17. PCL/PLA/eAgNP ve PCL/PLA/AgNP nanofiberlerin FTIR spektrumu

Sekil 4.18’de nanofiberlerin FTIR spektrumlar1 bir arada ele alindiginda
nanofiberlerin her biri i¢in benzer spektrumlar elde edilmistir. PCL/PLA/eAgNP ve
PCL/PLA/AgNP nanofiberlerin spektrumlar giimiisiin, fonksiyonel gruplarda herhangi bir

bozulmaya sebep olmadan nanofiberlerde dengeli bir yap1 sergiledigini gostermektedir.

Gegirgenlik (%)
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Sekil 4.18. Nanofiber yapilarin FTIR spekturumlari. a) PCL nanofiber, b) PLA nanofiber, ¢) PCL/PLA
nanofiber d) PCL/PLA/TE e) PCL/PLA/AgNP f) PCL/PLA/eAgNP
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4.2.3. XRD Analiz Sonuglari

Glimiis nanopartikiillerin PCL/PLA matrisi igerisindeki varligi, XRD analizi ile
gozlenen kristal tepe noktalar1 ile saptandi. Sekil 4.19°da PCL/PLA/AgNP,
PCL/PLA/eAgNP nanofiberlerine ait kristallik egrileri verilmistir. Sonuglar
incelendiginde 21.57° ve 23.88° noktalarinda olusan zirve noktalarinin PCL’ye ait
oldugu (Balu, Kumar et al. 2011) anlasilmaktadir.

PLA nanofiberlerin yapilarini inceleyen ¢alismada filmlerin yaklasik 26= 16°'de
goriinen genis bir maksimum ile yogunluk gosterdigi, bunun da PLA'nin polimorfik
kristal gegisi olmadigini dogruladi (Chu, Zhao et al. 2017). Her iki PCL/PLA/AgNP ve
PCL/PLA/eAgNP nanofiberlerinde 26°'de 39.7°, 43.4°, 64.55°, 74.92°’de 4 kristal pik
gbzlemlendi. Daha spesifik olarak, bunlar sirasiyla yiizey merkezli kiibik (fcc) giimiis
kristallerin 111, 200, 220 ve 311 Kkristalografik diizlemlerine atfedilmistir. Bu,
AgNP'lerin PCL/PLA levhalarinin yiizeyinde ve iginde var oldugu anlamina gelir.
PCL/PLA/AgNP ve PCL/PLA/eAgNP nanofiberlerin kristal zirve noktalar
karsilastirildiginda kristallik siddetlerinin 6zellikle 74.92° zirve noktasinda 251.6 a.u.
yogunluk degerinden 171 a.u. degerine eAgNP varliginda diistiigli goriilmektedir.
Yapidaki eAgNP nanopartikiiliin varligiyla olusan piklerin yogunlugunun azalmasi
eAgNP katkili PCL/PLA nanofiberlerin kristal yapiya donistiigiinii, fakat AgNP katkili
nanofiberin katkisiz AgNP iceriginden dolayr daha kristal yap1 sergiledigini

gostermektedir.

]
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Sekil 4.19. A) PCL/PLA/eAgNP B) PCL/PLA/AgNP nanofiberlerin XRD spektrumlari
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4.2.4. Isisal Yap1 Analizi (TGA) Analiz Sonuclari

Sekil 4.20’de PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP,
PCL/PLA/TE nanofiberlerin termal bozunma egrileri verilmistir. Analiz sonucunda
olusan grafiklere dayanarak nanofiberlerin termal olarak kararlilik gosterdigi sicaklik
araligi, termal bozunma aralifi ve agirlik kayiplari hesaplanmigtir. Agirlik kayiplar
PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE nanofiberler
icin sirastyla 300-380 °C, 360-440 °C, 320-430 °C, 270-420 °C, 350- 430 °C ve 290-
410 °C sicaklik araliklarinda gergeklesti. Sicaklik artisina bagli agirlik kayiplari ise
sirastyla PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE
nanofiberler igin yaklasik %383.9, %87.8, %85.76, %82.95, %67.2 ve %84.24 olarak
bulundu. Termal kararliligi en diisiik olan numune PCL/PLA/eAgNP ve daha sonra
PCL/PLA/TE’dir, diger numunelerin bozunma gosterdigi sicakliklardan daha disiik
sicakliklarda bozunmaya baslamislardir. Termal stabilizesi en yiiksek olan numuneler
ise PCL ve PCL/PLA/AgNP’dir. PCL, diger numuneler ile kiyaslandiginda daha yiiksek
sicaklikta bozunmaya baslamis olup en yliksek agirlik kaybi gosteren nanofiberdir.
PCL’nin termal kararlilik gosterdigi sicaklik araligin1 6lgen baska bir ¢alismada benzer
sekilde bu sicaklik araligi yaklasik 369-430 °C bulunmustur (Abdelrazek, Hezma et al.
2016). PLA/PVA nanokompozitlerin termal stabilitesini inceleyen bir ¢alismada ise
benzer bir sonu¢ olarak PLA nanofiberin termal kararlilik sicakligi 305 °C olarak
bulunmustur (Abdal-hay, Hussein et al. 2016). PCL/PLA nanofiberin termal kararlilik
sicaklik araligi ise PCL ve PLA nanofiberlerin termal stabilite sicaklik araliginin
ortasinda bir sicaklik araligi olan 320-430 °C olarak bulunmustur. PCL/PLA/AgNP ise
%67.2 ile en az agirlik kaybina ugrayan numunedir. AQNP eklenmesi ile artan termal
stabilite ve yiiksek kalint1 oran1 termal iletkenligin artmasi ile agiklanmaktadir (Dubey,
Bhushan et al. 2015). PCL/PLA/eAgNP nanofiberde eAgNP varliginda termal
stabilitenin azaldig1 gorilmistiir, PCL/PLA nanofiber ile kiyaslandiginda baglangi¢ ve
son bozunma sicakliklar1 320 °C'den 270 °C'ye ve 430 °C'den 420 °C'ye diismiistiir.
Agirhik kaybi dikkate alindiginda ise eAgNP igermesi sebebi ile PCL/PLA/AgNP
nanofiberden sonra en ¢ok kalint1 birakan numune PCL/PLA/eAgNP olmustur. Benzer
sekilde, kekik ekstrakti varliginda PCL/PLA/TE nanofiberinin termal stabilitesi
azalmistir. Sonuglara gore, baglangic ve son bozunma sicakliklar1 320 °C'den 290 °C'ye
ve 430 °C'den 410 °C'ye dismistir. Bitki ekstraktindaki ugucu bilesenler,
PCL/PLA/eAgNP ve PCL/PLA/TE malzemelerinin digiik termal dirence sahip

oldugunu dogrulamaktadir. Literatiirde Cinnamon bitki ekstraktinin Kitosan/Gelatin
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filmine dahil edildigi bir ¢alismada da ekstraktin varliginin termal kararliligi diisiirdiigii
bulgusu saptanmistir (Ahmadi, Hivechi et al. 2021).
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Sekil 4.20. PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLAJTE nanofiberlerin
termogravimetrik bozunma egrileri

4.2.5. Su Temas Ac¢is1 Analiz Sonuc¢lar:

Nanofiberlerin hidrofiliklik- hidrofobiklik 6zelliklerini tayin etmek i¢in su temas
acilart Slgiilmistiir. Tiim numuneler, yiizeylerin 1slanabilirligini etkileyen genis temas
acilar1 sebebiyle hidrofobik davranis sergilemistir. PCL/PLA/TE hari¢ numunelerin
temas agilar1 arasinda ¢ok fazla farka rastlanmamistir.

Yiizeylerin temas acist ve hidrofilikligi polimer konsantrasyonu ve lif cap1 ile
iligkili degildir (Oztemur and Yalcin-Enis 2021). PLA ve PCL polimerlerinin
yapilarindaki kristal bolgelerin bir sonucu olan hidrofobik dogas1 literatiirde
dogrulandigindan, bu g¢aligmada iiretilen yiizeylerin temas agisi degerlerinin yiiksek
olmast beklenen bir sonugtur (Raja, Lim et al. 2019). Polimer yapilarda sikica
paketlenmis yogun kristal bolgeler, yapilara hidrofobik bir doga vererek diisiik su

absorpsiyonuna neden olur (Korzhikov, Averianov et al. 2016).
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Sekil 4.21. Nanofiberlerin zamana bagli su temas agilari egrileri

Sekil 4.22°de goriildiigii gibi saf PLA nanofiberi PCL ile kiyaslandiginda daha
yiiksek su temas agisina ve daha diisiik hidrofiliklik 6zellige sahiptir. Artan PCL igerigi
ile PCL/PLA nanokompozit fiberlerin su temas agis1 120.9°’ye kadar azalmistir. Uygun
miktarda PCL, PLA'nin hidrofilikligini gelistirebilen polar gruplari indikleyerek su-
temas acisit distrtir (Li, Zhang et al. 2021). Yapilan baska bir ¢calismada PCL/PLA
nanofiberin 125.5° temas acis1 ile hidrofobik o6zellik sergiledigi bildirilmistir
(Mohandesnezhad, Pilehvar-Soltanahmadi et al. 2020). Sekil 4.21’de nanofiberlerin
zamana bagli su-temas agis1 egrileri ¢izdirilmigtir. PCL/PLA/TE nanofiberin TE
varliginda hidrofiliklik 6zelliginin arttig1, su temas acgismin 107.5°%’ye distiigi
goriilmektedir. Bitki ekstraktinin hidrofiliklik 6zelligini artirdig1r Elaeagnus angustifolia
ekstrakti kullanilarak yapilan bir ¢alismada bildirilmistir (Hokmabad, Davaran et al.
2019). PCL/PLA/TE nanofiberin baglangicta 50° temas agis1 sergilemesi yiizeyde bitki
ozitiniin PCL/PLA’ye gore varligini daha etkin gostermesidir. PCL/PLA/AgNP
nanofiberin  AgNP eklenmesi ile daha hidrofobik o&zellik sergilemesi ylizey

piriizliliiginiin artmas: ile agiklanmaktadir (Scavone, Armentano et al. 2016).
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Sekil 4.22. A) PCL, B) PLA, C) PCL/PLA ve D) PCL/PLA/TE E) PCL/PLA/AgNP F) PCL/PLA/eAgNP
nanofiberlerin ortalama su-temas agis1 6lgtimleri

PCL/PLA/eAgNP nanofiber 133.4 © temas agist ile hidrofobik 6zelligi en yiiksek
olan numune olmustur. Temas ag¢isinin artmasi, fiber ylizeyinin daha fazla
hidrofobikligine neden olan giimiis nanopartikiillerin varligindan kaynaklanmaktadir.
Nanopartikiillerin nanofiber icinde daha fazla oldugu disiiniildiigiinde, hidrofilik
fonksiyonel gruplar giimiis nanopartikiil ile reaksiyona girerek lif ylizeyini daha
hidrofobik hale getirir. Yesil sentez ile Polisakkarit SPG kullanarak iiretilen giimiis
nanopartikiillerin PVA iskelelerine dahil edildigi bir ¢calismada da temas agis1 47.75°
olan PVA nanofiberin AgNP varliginda 50.01°°ye ¢ikarak hidrofobikligin arttig
gozlemlenmistir (Safaee-Ardakani, Hatamian-Zarmi et al. 2019).

4.2.6. Mekanik Dayanim Analizi Sonug¢lari

Uretilen PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP,

PCL/PLAJ/TE nanofiberlerin, sablon iizerinde 1/5 cm oraninda olacak sekilde

yerlestirilmis nanofiber malzemelerin sabit ¢ekme hizinda mekanik g¢ekme testleri
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gerceklestirilmis ve bu deneyler kapsaminda ¢ekme gerilmesi-ylizde uzama egrileri
Sekil 4.23’te gorildigi tzere ¢izdirilmistir. Tablo 4.2°de her bir nanofibere ait
maksimum gerilme, maksimum yiizde uzama ve Young modiilii degerleri verilmistir.
Maksimum gerilme degerleri Tablo 4.2°de verildigi gibi PLA, PCL, PCL/PLA,
PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE nanofiberleri igin sirasiyla 4.78
MPa, 6.56 MPa, 5.47 MPa, 9.5 MPa, 12.4 MPa ve 6.89 MPa olarak bulunmustur.
Maksimum yiizde uzama degerleri ise PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP,
PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE nanofiberleri i¢in sirasiyla 44.22, 164.89, 97.59, 119.4,
144 ve 78.68 olarak bulunmustur. Nanofiberlere ait gerilme egrileri karsilastirildiginda
PCL/PLA/AgNP ait nanofiberin 12.4 MPa ile en yiiksek gerilmeye sahip oldugu, daha
sonra en yiiksek gerilme degerini PCL/PLA/eAgNP nanofiberin 9.5 MPa ile takip ettigi
goriilmektedir. AgNP varliginda gerilme mukavemetinin artmasinin sebebi giimiis
nanopartikiillerin nanofiberin siirekliligini azaltip, PCL/PLA molekiilleri arasindaki
kayma hareketlerine direng saglamasidir. Pozitif yliklii giimiis atomu ile PCL/PLA'n1in
kismen negatif yiiklii karbonil gruplar1 arasindaki iyonik etkilesimlerin, polimer
zincirleri arasinda daha yiiksek molekiiller arasi bag ile sonuglandigi ve boylece daha
iyi gekme mukavemeti ve kopma uzamasi elde edildigi tahmin edilmektedir (Cerkez,
Sezer et al. 2017).

PCL/PLA/eAgNP nanofiberlerin mukavemet degerinin  PCL/PLA/AgNP
nanofibere gore % 23.38 disiik ¢ikmasinin nedeni; eAgNP’lerin PCL/PLA nanofiber
icerisine girdiginde PCL/PLA molekiilleri ile giimiis nanopartikiilleri arasinda zayif bir
bag olusturmasidir. PCL/PLA ile giimiis nanopartikiil arasindaki bagin zayiflamasina
sebep olan giimiisiin etrafindaki enkapsiilasyon islemine sebep olan kekigin indirgeyici
molekiilii olan timoldiir. Bu molekiil, termoplastik olan PCL ve PLA igerisinde iyi bir
bag olusturamadigindan polimerin mikroyapisinin homojenligini diisiiren bir malzeme
gorevi goriir. Boylece nanofiberin yapisal bag biitiinliigline zarar vererek daha diisiik
mukavemet gdstermesine neden olur.

Saf PLA'nin ve PCL’nin ¢ekme gerilimi sirasiyla 4.78 MPa ve 6.56 MPa; yiizde
uzama degerleri ise 44.22 MPa ve 164.89 MPa olarak bulunmustur. PCL/PLA nanofiber
kompozitin ise ¢ekme dayanimi 5.48 MPa iken ylizde uzama degeri 97.59 MPa olarak
bulunmustur. PLA, yiiksek elastik modiilii ve kirllmada diisiik uzama ile kirilgan ve pek
bir davranis sergileyen bir polimerdir. PLA’nin olduk¢a kirtlgan yapisina eklenen
PCL’nin esnekligini ve gerilme mukavemetini artirdigi goriilmektedir. Literatiirde

PLA’nin sert ve kirilgan bir yapiya sahip oldugu, PCL’nin ise siinek bir davranig
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sergiledigi, PCL/PLA kompozitlerinin ise orta hassasiyet ve esneklige sahip oldugu
belirtilmistir (Raquez, Habibi et al. 2013, Dias and Chinelatto 2019). PLA filmlerinin
diisiik kalinlikta imal edildigi bir ¢alismada PLA’nin islenmesinde zorluk goriilmiistiir,
bu da onlar1 sinir onarimi i¢in aday malzeme olarak uygunsuz hale getirdigi i¢in (Yen,
Shen et al. 2019) bir sonraki ¢alismada iyi mekanik 6zelliklerinden dolayr PCL/PLA
kompozit malzeme iizerinde c¢alisilmistir. Hem PCL hem de PLA lineer alifatik
polyesterler olsa da, molekiiler bilesimlerdeki fark, PCL'yi PLA'dan daha yavas
parcalanan daha esnek ve kristalli bir polimer yapar; PLA ise PCL'den daha yiiksek
sertlik ve elastiklik modiilii sergiler (Yao, Cosme et al. 2017).

PCL/PLA/TE nanofiberin maksimum gerilme degeri 6.89 N/mm? ile PLA, PCL
ve PCL/PLA nanofiberlerin gerilme mukavemetlerinden yiiksektir. Kopmadaki uzama
ise ters bir egilim gostererek TE igerigi eklenmesi ile nanofiberlerin kopma uzamasi
azaldi. Bu sonuglar, TE yiikli PCL/PLA nanofiberlerinin mekanik 6zelliklerinin
(gerilme mukavemetinin) TE ilavesiyle arttirildigimi ve az bir miktar TE'nin bile
nanofiberlerin gerilme 6zelliklerini gii¢lendirdigini gostermektedir. Bunun sebebinin
diizenli olarak dagitilan TE molekiilleri ve PCL/PLA polimer zincirleri arasindaki
etkilesimler oldugu varsayilmaktadir (Hokmabad, Davaran et al. 2019).
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Sekil 4.23. A) PCL/PLA/AgNP B) PCL/PLA/eAGNP C) PCL/PLAJ/TE D) PLA E) PCL/PLA F) PCL
nanofiberlerin gerilme —yiizde uzama egrileri
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Tablo 4.2. Nanofiberlere ait maksimum gerilme, maksimum yiizde uzama ve Young modiilii degerleri

Nanofiber Maksimum Gerilme Maksimum Yiizde Young Modiilii
(N/mm?) Uzama (%) (MPa)

PLA 4.78 44.2207 104.04

PCL 6.56 164.882 7.6

PCL/PLA 5.48 97.5928 23.738

PCL/PLA/eAgNP 95 119.416 45.87

PCL/PLA/AgNP 12.4 144.010 24.9

PCL/PLA/TE 6.89 78.6757 62.51

4.3. Antibakteriyel Aktivite Test Sonuglari

Insanlarda doku implantasyonu sonrasi temel problem enfeksiyon riskidir.

Ameliyat esnasinda implantlarin dogrudan kontaminasyonu, en sik goriilen bulagma

seklidir. Enfekte implantlar {izerinde yapilan onceki c¢aligmalarin sonuglari bu

patojenlerin en sik E. coli, Pseudomonas aeruginosa, S. aureus ve Staphylococcus

epidermidis oldugunu gostermistir (Foroutan Koudehi, Imani Fooladi et al. 2019).

PLA

E. Coli

S. aureus




PCL

PCL/PLA

PCL/PLA/AgNP
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PCL/PLA/eAgNP

PCL/PLA/TE

Sekil 4.24. PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLAJ/TE nanofiberlerinin
E.Coli ve S.Aureus bakterilerine karsi olusturduklari inhibisyon halkasi ¢aplar

Tasarlanan nanofiberlerin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi ig¢in
S.aureus gram pozitif bakterisi ve E.coli gram negatif bakterilerine karst PLA, PCL,
PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE nanofiber matrislerin
tepkileri disk difiizyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Sekil 4.24°te nanofiberlerin
E. coli ve S. aureus bakterilerine karsi goOsterdigi antibakteriyel etkinlikleri
goriilmektedir. Her iki bakteri i¢in de yapilan antibakteriyel test sonuclarina gore
nanopartikiil icermeyen PCL ve PCL/PLA nanofiberlerin antibakteriyel bir etki
gostermedigi gozlemlenirken, PLA sadece S. aureus bakterisine karsi ihmal edilebilir
bir inhibisyon ¢ap1 olusturmustur. E. coli bakterisine karsi Tablo 4.3’de gosterildigi gibi
PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP nanofiberleri sirasiyla 16.9 mm, 14.16 mm

ortalama inhibisyon halkas1 ¢ap1 gostermistir. S. Aureus bakterisine karsi ise Tablo
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4.4’de verildigi iizere PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP nanofiberlerinde sirasiyla
17.55 mm, 13.55 mm inhibisyon halkas1 ¢ap1 gbzlenmistir.

PCL/PLAJ/TE nanofiber ise E.coli bakterisine kars1 herhangi bir antibakteriyel
etki gostermezken S. aureus bakterisine karsi 12.49 mm ortalama inhibisyon halkasi
capt olusturmustur. PCL/PLA/AgNP nanofiberin AgNP etkisi ile E.coli bakterisine
kars1 S.aureus bakterisine gore daha etkili oldugu goriilmektedir. PCL/Hyaloronik asit
nanofiber igerisine AgNP katkilanan nanofiberin antibakteriyel etkisini arastiran bir
calisma, inhibisyon gaplarinin E. coli bakterisinde (2.21+0.14 cm) S. aureus suslarina
(1.66+0.02 cm) kiyasla daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Chen, Chen et al. 2015).
Elde edilen verilere gore her iki bakteri tiirii icin de PCL/PLA/eAgNP nanofiberi
eAgNP etkisi ile en yiiksek inhibisyon halkasi ¢ap1 gosteren numune olmustur. Ayrica
PCL/PLA/TE nanofiberi TE varliginda E. coli bakterisine karsi bir antibakteriyel etki
gostermezsen S.aureus bakterisine karsit inhibisyon c¢apt olusturmustur. Buradan
hareketle kekik bitkisinin S.aureus bakterisine karsi azimsanmayacak bir oranda
antibakteriyel ozellik gosterdigini soyleyebiliriz. Bunun temel nedeni kekik bitki
molekiillerinin, S. aureus bakteri zarinda fosfat iyonu sizintisina sebep olmasi sonucu
antibakteriyel etki olusturmasi ile agiklanabilir (Boskovic, Zdravkovic et al. 2015).
Timol, farkli biyolojik aktivitelere yol agan hem hidrofobik (aromatik halka ile iliskili)
hem de hidrofilik (fenolik OH grubu ile iligkili) 6zellikler sergiler (Semeniuc, Pop et al.
2017) (Memar, Raei et al. 2017). Timol, hidrofobikligine bagli olarak membrana
ulastiginda, lipid diizenini bozabilir, gecirgenligi degistirebilir ve depolarizasyona yol
acabilir. Ayrica genomik DNA'nin kiiclik olugunu bagladigi ve DNA morfolojisini
degistirdigi one striilmiistiir (Aksoy, Avci et al. 2020).

Hem bitki 6ziinde hem de ugucu yagda bulunan timol, bakteri zarmin dengesini
bozarak bakterileri dldiirme yetenegine sahiptir (Manukumar, Yashwanth et al. 2020).
Kekigin timol bileseninin S. aureus bakterisinde gosterdigi antibakteriyel aktiviteyi
aragtiran bir ¢alismada timoliin bakteriyel membran proteini olan IolS'yi dogrudan
bagladigini, ardindan membran gecirgenligini ve bakteri hiicre Oliimiinii artmasina
neden oldugunu gostermistir (Zhou, Wang et al. 2019). Birgok farkli bitkinin S. aureus,
E. coli de dahil olmak iizere farkli bakteri tiirlerine karsi antibakteriyel etkisinin
incelendigi bir calismada, kekik bitkisinin test edilen tiim bitki ve bitki kombinasyonlari

arasinda en yiiksek antibakteriyel potansiyele sahip oldugu bulunmustur.
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Tablo 4.3. E. Coli bakterisine kars1 nanofiberlerin inhibisyon halkas1 ¢aplari

Nanofiber I¢ cap (mm) | Dis cap (mm) Cap farki (mm)
PLA 12 Inhibisyon ¢ap1 olugsmad: | -

PCL 12 Inhibisyon ¢ap1 olusmad1 | -

PCL/PLA 12 Inhibisyon ¢ap1 olugsmadi | -
PCL/PLA/eAgNP | 12 16,9 4,9
PCL/PLA/AgNP | 12 14,16 2,16
PCL/PLAITE 12 Inhibisyon ¢ap1 olugsmadi | -

Tablo 4.4. S. Aureus bakterisine karst nanofiberlerin inhibisyon halkasi ¢aplari

Nanofiber I¢ cap (mm) | Dis cap (mm) Cap farki (mm)
PLA 12 Thmal edilebilir -

PCL 12 Inhibisyon ¢ap1 olusmadi | -

PCL/PLA 12 Inhibisyon cap1 olusmad: | -
PCL/PLA/eAgNP | 12 17,55 5,55
PCL/PLA/AgNP | 12 13,55 1,55
PCL/PLAITE 12 12,49 0,49

4.4. In vitro Biyobozunurluk

PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE
nanofiber malzemelerine ait numuneler, biyobozunurluk oranlarinin tespit edilmesi igin
10 hafta boyunca PBS igerisinde bekletilerek haftalik periyotlarla agirliklar kaydedildi.
Baglangi¢ agirligi tartildiktan sonra PBS igerisine birakilan numuneler her bir haftadan
sonra kaba suyu alinarak 1 giin boyunca etiivde 37 °C’de kurutuldu ve kalan agirliklar
takip edildi. Bu dlciilen degerlere gore de grafiksel agirlik kayiplari egrileri olusturuldu.
Nanofiberlerin biyobozunurluk testleri sonucu elde edilen veriler Sekil 4.25te
verilmistir. Sekil 4.25 incelendiginde, tim numune tiplerinin bozunma oranlarinin
%0.253 ila %2.5 arasinda degistigi goriilmektedir. Bunun yani sira agirlik kayiplarinin
da PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLAITE
nanofiberleri i¢in sirasiyla %1.29, %0.253, %0.495, %0.952, %2, %Z2.5 oldugu
saptanmistir. Elde edilen agirlik kaybi sonuglari kiyaslandiginda en ytiksek agirlik kaybi
PCL/PLA/TE nanofiberde %2.5 olarak gdzlemlenirken, en disiik agirlik kaybi PCL
nanofiberde %0.253 olarak gozlemlendi. PCL’nin, PLA'dan ¢ok daha diisiik bir oranda
bozunan yari kristal bir polimer oldugu bilinmektedir (Woodruff and Hutmacher 2010,
Miller, Hsu et al. 2011). Polimer hem hidrofobik hem de yar1 kristal oldugundan,
polimerin tamamen bozunmasi 3-4 yil kadar siirebilir, bu da PCL'yi uzun siireli
implantlarda, salinan

kemik dokusu miihendisliginde ve yavas ilag  dagitim

uygulamalarinda popiiler bir se¢im haline getirir (Arakawa and DeForest 2017). Elde
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edilen sonuglar dogrultusunda PCL’nin 10 haftalik siire icerisinde %0.253 agirlik kayb1
ile %1.29 agirlik kayb1 gosteren PLA’dan daha yavas bozunma gosterdigi gozlenmistir.
Her iki malzemenin kombinasyonu ile elde edilen PCL/PLA nanokompozit fiber ise bu
bozunma oranlarinin arasinda %0.495 agirlik kaybi gostererek her iki malzemenin
bozunma karakteristiklerini tagimaktadir. PCL ve PLA’nin birlikte sentezlendigi bir
calisgma da PCL’ye eklenen PLA’nin etkisiyle 60 haftalik bir siirede agirlik kaybinda
%50 artisa yol agarak PLA’nin bozunma oranini artirdigini gostermektedir (Huang, Li
et al. 2004). PCL/PLA igerisine katkilanan ilave malzemeler eAgNP, AgNP, TE agirlik
kaybt oranmm1i PCL/PLA nanokompozit fiber ile kiyaslandiginda yiikseltmistir.
PCL/PLAJ/TE nanofiber %2.5 bozunma oraniyla agirlik kaybinin en fazla oldugu
numune olarak tespit edilmistir. Bu durum bitki 6ziitiiniin PCL/PLA nanofiber
kompozite daha hidrofilik bir 6zellik kazandirmasiyla agiklanabilir. PCL nanofibere
Panax ginseng Oziitiin katkilandig1 bir ¢alismada 0ziit kontrasyonundaki artisa bagli
olarak agirlik kaybinin arttig1 goriilmiistiir (Pajoum shariati, Yavari et al. 2015). Yine
PCL nanofibere Wattakaka volubilis fitokimyasali dahil edildigi baska bir ¢alismada
katkilanan bitki bileseninin bozunmayi c¢ok Onemsenmeyecek bir oranda da olsa

artirdig1 goriilmiistiir (Venugopal, Sahanand et al. 2019).
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Sekil 4.25. PLA, PCL, PCL/PLA, PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/TE nanofiber
matrislerin 10 haftalik in vitro biyobozunurluk egrileri
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PCL/PLA/AgNP nanofiber PCL/PLA/TE nanofiberden sonra %2 ile en g¢ok
agirlik kaybina ugrayan ikinci numune olmustur. PCL’nin Ag ve TiO, ile sentezlendigi
bir ¢calismada katkilanan TiO,ve Ag oranindaki artisa bagli olarak malzemenin bozunma
oraninin arttg1 gorilmiistiir (Karagoz, Kiremitler et al. 2020). PCL’ye CNT (Karbon
nanotiip) katkilanan baska bir ¢alisma da nanopartikiil ilavesinin ilave edilen miktardaki
artis ile dogru orantili olarak bir bozunurluk artis1 sergiledigini gostermektedir (Meng,
Zheng et al. 2010). Eklenen eAgNP’ler de 10 hafta sonunda %0.952 agirlik kaybi
gostererek  katkisiz  nanokompozit  fibere gére  bozunurlugu  artirmustir.
PCL/PLA/eAgNP, PCL/PLA/AgNP nanofibere gore daha az agirlik kaybina sahiptir.
Bunun nedeninin giimiisiin etrafin1 ¢evreleyen bitki molekiillerinin malzemenin PBS
stvistyla etkilesimini azaltmasi oldugu diistiniilmektedir. Sekil 4.26 eAgNP veAgNP nin
PBS sivisinin bozunma kanallarin1 agarak aktarimini temsil etmektedir. Sekilden
anlasilacagi lizere eAgNP’ler bozunma kanallarinin iletimini bir noktada durdurucu bir
rol oynamaktadir, AgNP’ler ise daha fazla bozunma kanali olusturarak PBS’yi daha

fazla noktaya iletebilmislerdir.

PBS

Sekil 4.26. PBS icerisinde yer alan a) PCL/PLA/eAgNP, b) PCL/PLA/AgNP nanofiberlerin temsili
biyobozunurluk mekanizmasi
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonugclar

Yapilan bu tez ¢alismasinda sinir rejenerasyonunu destekleyip hasarli sinir doku
onarimini hizlandiracak eAgNP katkili PCL/PLA nanokompozit fiber doku iskelesi
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak kekik bitki ekstrakti
kullanilarak glimiis nanopartikiil iretiminde gerekli ideal bitki ekstrakti/AgNO5
oranlarini bulmak igin optimizasyon calismalar1 gerceklestirilmistir. Ote yandan
biyomedikal alanda yogun olarak kullanilmakta olan PLA ve PCL biyobozunur sentetik
polimerleri elektro-egirme yontemi ile nanokompozit fiber haline getirilmistir ve
tiretimi tamamlanan eAgNP’ler elektro-egirme yontemi ile {retilen PCL/PLA
nanokompozit fiber igerisine dahil edilmistir. Nanofiber icerisindeki eAgNP’lerin
etkinliginin  incelenmesi admma PCL, PLA, PCL/PLA, PCL/PLA/AgNP,
PCL/PLA/eAgNP ve PCL/PLA/TE nanofiberlerin tiretimleri elektro-egirme yontemi ile
gerceklestirilmistir. Bu kapsamda gergeklestirilen tiim deneysel ¢alismalar sonrasi elde
edilen bulgular asagidaki gibi listelenebilir:

» PCL, PLA, PCL/PLA, PCL/PLA/AgNP, PCL/PLA/eAgNP ve PCL/PLAITE
nanofiberler genel olarak diizgiin bir morfoloji ve boncuksuz bir yapiya sahip
oldugunu gostermistir. Ancak  AgNP/eAgNP  eklenmesi ile birlikte
nanofiberlerin ¢apinda azalma ve daha diizgin bir dagilim gosterdigi
gorilmiistiir.

» Fiber ¢ap ortalamalari 280 ila 490 nm araliginda degisen nanofiber yapilar
retilmistir. PCL/PLA/AgNP 253,25 + 123 ortalama capa sahip fiberlerden
olusurken PCL/PLA/eAgNP 280,91 + 198 ortalama capa sahip fiberlerden
olusmaktadir. Bunun nedeni enkapsiilasyon iglemi sonucu AgNP’lerin azalan
iletkenligidir.

» Antibakteriyel ve antioksidan ozellikleri yiiksek oldugu literatiir tarafindan
desteklenen Thymus Vulgaris L. bitkisi hem PCL/PLA nanofiber yiizeyine
adsorbe edilmis, hem bitkisel ekstrakti yesil sentezlenmis AgNP olarak
PCL/PLA nanofiber iskele icerisine dahil edilmistir. Uretilen eAgNP’ler 22 ila
70 nm arasinda degiskenlik gdsteren nanopartikiil caplarina sahiptir.

» FTIR analizi ile elektro-egirme soliisyonu igerisine yiiklenen eAgNP, AgNP’nin
ve ayrica adsorbe edilen kekik ekstraktinin basarili bir sekilde nanofiber iskele

yapisina dahil edildigi dogrulanmstir.
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» XRD verilerine gore AgNP ve eAgNP’nin nanofiber iskele icerisindeki varligi
39.7°, 43.4°, 64.55°, 74.92°°de rastlanan 4 karakteristik giimiis Kristal tepe
noktasindan anlagilmaktadir.

» Nanofiberlerin genel olarak hidrofobik bir yap1 sergiledigi gorilmistiir.
PCL/PLA nanokompozit fiberin temas agisi 120,9° iken temas acist eAgNP
eklenmesi ile 133,4° olarak Olciilmiistiir. Bu durumda hidrofobikligin arttig1
gorilmistiir. Hidrofobik 6zelligin 122,9° ile AgNP varliginda da eAgNP igeren
numune kadar olmasa da bir miktar arttig1 goriilmiistiir. eAgNP ve AgNP’lerin
eklenmesiyle artan yiizey pirizliligi hidrofobikligin  artmas1 ile
iligkilendirilmistir.

» TGA sonuglarina goére PCL/PLA’ya ilave edilen eAgNP termal direnci
diisiirerek daha diisiik sicakliklarda termal bozunmaya yol agmistir ve diisiik
termal kararlilik gostermesine sebep olmustur. PCL/PLA’ya ilave edilen AgNP
ise termal direnci yiikselterek PCL/PLA’ya goére daha yiiksek sicaklikta
bozunmanin baglamasina yol agmistir. Kekik bitki ekstraktindaki ucucu
bilesenler, PCL/PLA/eAgNP’nin termal direncini ve termal kararliligini
distirmiistiir.

» Antibakteriyel test sonuclarma gore AgNP ve eAgNP iceren nanofiberlerin
E.coli ve S.aureus bakteri tiirlerine karsi etkili oldugu goriilmiistir. Her iki
bakteri tiirli i¢in de en 1iyi inihibasyon ¢ap1 halkasi olusturan numune
PCL/PLA/eAgNP olmustur. eAgNP iceren numune S. aureus bakterisine karsi
daha genis bir inhibisyon halkasi cap1 gosterirken AgNP igeren numune ise
E.coli bakterisine karst S. aureus bakterisine gore daha yiiksek bir direng
gostermistir. En yiiksek inhibisyon halkasi ¢apin1 PCL/PLA/eAgNP nanofiberi
S.aureus bakterisine kars1 17,5543 mm inhibisyon halkas1 ¢ap1 ile gostermistir.
eAgNP’lerin antibakteriyel etkinliginin ise S. aureus bakterisinde ortalama
23,209 mm ihbihisyon halkasi ¢ap1 olusumu ile yaklasik 20,5 mm inhibisyon
halkasi ¢ap1 gosteren E. coli bakterisinden daha yiiksek oldugu saptanmustir.

» Biyobozunurluk sonuglarina gore; PCL/PLA nanokompozit fibere katkilanan
eAgNP, AgNP ve TE malzemeleri bozunurluk siiresi uzun olan PCL, PLA
malzemelerinin bozunurluk oraninin artirmasimma sebep olmustur. En cok
bozunma 10 haftalik siire i¢erisinde PCL/PLA/TE numunesinde goriilmiistiir, bu
da TE kaplanmasiyla artan hidrofiliklik ile agiklanabilir. PCL/PLA/eAgNP,
PCL/PLA/AgNP nanofibere gore 10 haftalik siire icerisinde daha az agirhik
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kaybina sahiptir. Bunun nedeninin giimiisiin etrafini  gevreleyen bitki

molekiillerinin malzemenin PBS sivisiyla etkilesimini azaltmasi oldugu

distiniilmektedir.

5.2. Oneriler

Bu tez kapsaminda gerceklestirilen uygulamalara ek olarak ileride yapilmasi

gerekli olan ¢aligsma Onerileri agagidaki gibi tespit edilmistir.

Geligtirilen kekik 0ziiti kullanarak yesil sentezlenmis Ag katkili
PCL/PLA nanokompozit fiberlerin antioksidan aktivitesi DPPH testi ile
analiz edilmelidir.

Sinir doku rejenerasyonunu tesvik edebilecek ilaclarin da iyilestirme
potansiyelinin incelenmesi amaciyla nanokompozit fiber matrise dahil
edilmesi saglanip ilag salimim testleri, antibakteriyel testleri yapilarak
sonuglar irdelenebilir.

Biyouyumluluk 6zelliginin in vitro analiz edilmesi amaciyla MTT hiicre
biiylimesi analizi ve sitotoksisite testlerinin de tasarlanan matrise
uygulanmasi saglanabilir.

In vitro testlerin tamamlanmasinin ardindan in vivo hayvan deneyleri
yapilarak  gelistirilen malzemenin canli viicudundaki toksiklik,
antibakteriyel 6zellik, biyolojik olarak bozunurluk, mekanik dayanim
gibi karakteristikleri incelenebilir.

Harmanlanan PCL ve PLA sentetik polimer malzemelerine ilave olarak
kolajen, laminin, fibronektin gibi dogal ECM molekiilleri dahil edilerek

akson gelisiminin desteklenmesi saglanabilir.
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