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OZET

ilac Yiiklii Nano Fiber Yapili Polimerlerin Tasarim ve

Gelistirilmesi

Fatih CIFTCI

Biyomiihendislik Anabilim Dal

Doktora Tezi

Danisman: Doc. Dr. Cem Biilent USTUNDAG

Es Danisman: Dr. Ogr. Uye. Niliifer DUYGULU

Yiiksek gozeneklilik, genis yiizey alani, ila¢ tasima, hiicre cogalmasina uygun ortam
saglama gibi 6zelliklere sahip biyopolimerlerden elde edilen nano lif (NL) yapilar,
doku iskelesi, yara ortiisii, yapay damar gibi bircok biyomedikal uygulama
alanlarina  sahiptirler.  Sentetik polimerlerden Poli-laktik asit (PLA);
biyoyaralanabilirlik, biyouyumluluk ve uzun stireli biyopargalanabilirlik 6zellikleri
sayesinde biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak tercih edilen yenilikei
polimerlerdendir. Diisiik iretim maliyeti, yliksek iiretim hizi, genis malzeme
uygulanabilirligi ve lif kalitesi siirekliligi gibi 6zellikleriyle elektro egirme yontemi

NL yapili polimerlerin elde edilmesinde tercih edilmektedir.

Bu doktora c¢alismasinda da amaglanan biyomedikal uygulamalardan yara
iyilestirilmesine katki saglayacak antibakteriyel 6zellikli, hiicresel tutunmalari
gerceklestirebilir ve hiicre canlilig1 gosterebilen, ila¢ salim kapasitesi yliksek, raf
Omri uzun, antioksidan igerikli ve sitotoksisite olmayan NL yapili polimerlerin
tasarim1 ve gelistirilmesidir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismalar, farkli ¢alisma

gruplari altinda ele alinmis olunup, elde edilen ¢ozeltilerin 6zellikleri ve NL tiretim
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parametreleri belirlenmistir. Elde edilen NL karakterizasyonlari, salim kinetigi
modellemesi, antimikrobiyal analizleri ve in vitro hiicre testleri ile

sitotoksisitelerinin analizleri detayl olarak gerc¢eklestirilmistir.

Birinci ¢alisma grubu (PLA_1)'nda farkli ¢6ziicti konsantrasyonlarina sahip PLA NL
lretim parametreleri, ilag katkilamasi ve NL antibakteriyel davranislarinin
belirlenmesine yonelik calismalar yapilmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda
PLA konsantrasyonu; %,8 elektro egirme islemi akis hizi; 0,5 mL/saat ve voltaj; 10

kV olarak belirlenmistir.

ikinci calisma grubu (PLA_2); hidrofilik tutunmasini artmasi icin PLA polimer
cozeltilere nano Grafen oksit (GO), ila¢ Klaritromisin (CLA) ve dogal biyoaktif
antiajan olan Selenyum (Se) katkilanmasi calismalarini kapsamaktadir. Salim
kinetigi testinde kiimilatif % CLA salim degeri 8. saat sonunda %?74,30larak
Olclilmiis, 24. saat sonunda %80,4 olarak tespit edilmistir. Antibakteriyel testlerde
GO/SE/CLA katkilamasinin mikroorganizmalar tzerinde inhibisyon bilyiimesi

olarak etkin artis gosterdigi gozlenmistir.

Uctincii calisma grubu (PLA_3); ilag Basitrasin (BAC) antioksidan Zataria Multiflora
(ZM) etkisini morfolojik, antibakteriyel ve hiicre sitotoksisite davranislarinin
gozlemlenmesi Franz difiizyon kinetik modeli ile BAC'1n kiimiilatif salim kinetigi
matematiksel modelinin tasarlanmasi ¢alismalarindan olusmaktadir. ZM/BAC NL
yapisinin Franz diflizyon matematiksel salim kinetik modeli Zero Order olarak
ortaya c¢ikarilmis, raf émriiniin 125 giin olarak tespit edilmistir. Antibakteriyel
testlerde PLA/BAC/ZM NL bitiin mikroorganizmalar (E.coli, S.aureus, B.cereus,
S.epidermidis, B.subtilis) lizerinde en iyi inhibisyon biiylimeyi gostermistir. Hiicre
XTT sitotoksisite testlerinde, adezyon ve 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
sonuglarinda kullanilan PLA/BAC/ZM NL hiicrelere ¢ok iyi derecede tutundugu

gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: PLA, basitrasin, grafen oksit, nano lif, zataria multiflora
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ABSTRACT

Design and Development of Drug-Loaded Nano Fiber

Polymers

Fatih CIFTCI

Department of Bioengineering

Doctor of Philosophy Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Cem Biilent USTUNDAG

Co-Advisor: Dr. Nilifer DUYGULU

Nanofiber (NF) structures obtained from biopolymers with properties such as; high
porosity, large surface area, drug transport, and providing a suitable environment
for cell proliferation have many biomedical application areas such as tissue
scaffolding, wound dressing, artificial vessels. Poly-lactic acid (PLA) from synthetic
polymers; is one of the innovative polymers that are widely preferred in biomedical
applications thanks to its bioavailability, biocompatibility, and long-term
biodegradability. Due to its properties as; low production cost, high production
speed, wide material applicability, fiber quality continuity, etc., the electrospinning

method is preferred in obtaining NF polymers.

The aim of this doctoral study is the design and development of NF structured
polymers with antibacterial properties that will contribute to wound healing from
biomedical applications, can achieve cellular adhesion and show cell viability, have
a high drug release capacity, have a long shelf life, contain antioxidants and do not
have cytotoxicity. The studies conducted in this direction were handled under
different study groups, and the properties of the obtained solutions and NF

production parameters were determined. The obtained NL characterizations,
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release kinetics modeling, antimicrobial analysis, and In vitro cell tests and

cytotoxicity analyzes were carried out in detail.

In the first working group (PLA_1), studies were conducted to determine PLA NF
production parameters with different solvent concentrations, drug additive, and
antibacterial behavior of nanofibers. According to achieved results, the PLA
concentration was determined as; 8%, electrospinning process flow rate as; 0.5

mL/hour, and voltage as; 10 kV.

The second working group (PLA_2); includes the studies of adding nano Graphene
oxide (GO), drug Clarithromycin (CLA), and natural bioactive anti-agent Selenium
(Se) to PLA polymer solutions to increase hydrophilic adhesion. In the release
kinetics test, the cumulative % CLA release value was measured as 74.3% at the end
of the 8th hour, and it was determined as 80.4% at the end of the 24th hour. In
antibacterial tests, it was observed that GO / Se / CLA additive increased effectively

as an inhibition growth on microorganisms.

The third working group (PLA_3); observing the effect of drug bacitracin (BAC)
antioxidant Zataria Multiflora (ZM), morphological, antibacterial, and cell
cytotoxicity behaviors, and designing the cumulative release kinetics model of BAC
with Franz diffusion kinetic model. Franz diffusion mathematical release kinetic
model of ZM / BAC NF structure has been revealed as Zero-order since antibacterial
protection effect was not applied for shelf life, it was analyzed on Python and the
shelflife was determined as 125 days. PLA / BAC / ZM NL showed the best inhibition
growth on all microorganisms (E.coli, S.aureus, B.cereus, S.epidermidis, B.subtilis) in
antibacterial tests. It was observed that PLA / BAC / Zm nanofiber used in cell XTT
cytotoxicity tests, adhesion, and 4’, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) results
adhered to the cells very well.

Keywords: PLA, bacitracin, graphene oxide, nano fiber, zataria multiflora
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyopolimerler, dogal veya sentetik olan biyomalzemelerdir [1]. Gosterdikleri
yliksek biyo-uyumluluk, biyo-bozunurluk ve anti-toksik etkileri nedeniyle
biyoteknoloji alanindaki ¢alismalarda ele alinmaktadir. Biyopolimerlerden elde
edilen NL yapilar; yiiksek gozeneklilik, spesifik yiizey alanlari, dogal hiicre disi
matris yapist (Extra Cellular Matrix; ECM) taklit edebilme, ila¢ tasiyic1 olarak
kullanilabilme, hiicre ¢ogalmasina uygun ortam olusturma gibi o6zelliklerinden
dolay1 doku iskeleleri, yara ortiileri, yapay damar gibi biyomedikal alanda kullanim
alanlar1 bulunmaktadir [2]-[4]. Bu kullamim alanlar1 uygun sentetik ve
biyopargalanabilir polimerler; poli-laktik asit (PLA) [5]-[9], poli-kaprolakton (PCL)
[10]-[14], poli-metil metakrilat (PMMA) [15]-[17]tir. Bu polimerlerin genel
ozellikleri; biyoparcalanabilir, biyoyararlanabilir ve biyouyumlu olmasidir. Bu
ozelliklerin yaninda biyopargalanabilirlik stiresi diger sentetik polimerlere gore en
uzun olan polimer PLA polimeridir. Bu sebeplerden dolay1 bu doktora ¢alismasinin
ana polimer malzemesi PLA olarak secilmistir. PLA, biyomedikal uygulamalarda
genis bir Uriin yelpazesi olarak gelistirilen en yenilik¢i malzemelerden biri olarak
biiyiik ilgi gormiistir. Elektro egrilmis PLA’nin, mekanik o6zellikleri, ytlizey
morfolojisi ve gozenelik yapis1 goz 6niine alindiginda epitel doku, doku mithendisligi
uygulamalarindaki kullanim alani ¢ok énemlidir. Yiiksek mukavemet 6zelligi, toksik

olusturmamasi biyomedikal alanlardaki kullanimini 6n plana ¢ikarmaktadir [18].

PLA polimeri incelenerek ¢ozelti parametreleri olusturulmustur. PLA malzemesinin
¢Ozelti olabilmesi icin kullanilan ¢o6ziiclilerin etken parametreleri onemlidir.
Cozeltilerin kaynama noktasi, iletkenlik katsayisi ve kullanilacak polimere gore
degiskenlik gosteren optimizasyon sartlar1 polimerik c¢o6zelti olusumu ve bu

cozeltiden NL iiretim parametrelerini etkiledigi literatiirde arastirilmistir [10].
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Yapilan o6n arastirmalarda polimer malzemelerinin ¢6ziicii 6zellikleri lif
olusumundaki katkilar1 gosterilmistir. S6z konusu NL'lerin iiretiminde kullanilan
polimer c¢ozeltilerinin tasarimimi gelistirmek icin hazirlanan her bir ¢6zeltinin
viskozitesi, iletkenligi ve yiizey aktifliginin incelenmesinde 6nemli bir basamaktir

[51[19]{20].

PLA polimerinin biyoparcalanabilir olmasi ila¢ salim kinetigi mekanizmasina karar
vermektedir [21][22]. PLA polimerine ila¢ yuklenmesindeki amag, NL'lerin
uygulanan epitel doku ve/veya viicutta, hiicrelerde olusmus toksisisiteye karsi
terapotik tedaviyi amacglamaktadir. Bu nedenle ila¢g salim kinetigi ilacin viicutta
istenilen stlre icerisinde etkinligini koruyarak toksisiteye karsi koymasini
saglamaktadir [21]. Bu doktara calismasinda ila¢ etkeni olarak kullanilmis olan
malzemeler; Seftriakson disodyum [23]-[25], CLA [26], BAC [27], [28] antibiyotik

etken malzemeleridir.

Biyomalzeme se¢imi NL iiretimlerinde ¢ok 6nemli bir parametre olarak kabul
edilmektedir. Doku yaralanmasinda sinirsel iskelelerin yeniden onarimi ve imalati
icin biyomalzemeler doku iskelesine uygulama konusunda o6nemlidir. Bu
uygulamalar arasinda sayisiz fizikokimyasal, biyokimyasal ve biyolojik
gereksinimler mevcuttur [29][30][31]. Bu nedenle, cok cesitli dogal ve biyolojik
olarak parcalanabilen sentetik polimerler, iletken malzemeler ile beraber
kullanilmistir [32][33]. Bu ¢alismada, PLA polimerinin hidrofilikligini artirmak ve
noral rejenerasyon icin PLA polimerine katki olarak GO iretilerek eklenmistir.
Grafen, bir atom kalinliginda iki boyutlu bir karbon nanofiller olarak dustintilebilir.
Bal petegi benzeri bir yap1 olusturan birbirine bagh sp? hibridizasyonuna sahip bir
karbon atomu tabakasidir. Grafen, 1000 GPa civarinda Young modiili, ytliksek
elektrik iletkenligi (=10%4 S / cm) ve yliksek termal stabilite ile miikemmel mekanik
ozellikler gosterir [34][35][36]. Bu ozellikler grafeni, polimerik NL tiiretimlerde
katki maddesi kullanilabilirligini artiracaktir [37]-[40].

Epitel hiicreler kimyasal, fiziksel ve biyolojik saldirilara karsi stirekli olarak temas
ve savunma bariyeri roliine sahiptir [41][42]. Deri hiicreleri, hiicresel solunum,
metabolik siirecler veya dis saldirilar yoluyla stirekli olarak yiiksek reaktif

molekiiller olan ve genellikle serbest radikaller olarak adlandirilan oksidasyon
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trlnleri iretir [43]. Bu molekiiller, enzimatik ve enzimatik olmayan sistemler
tarafindan fizyolojik ve dinamik bir denge i¢inde aninda nétralize edilir. Bu
dengenin bozuldugu durumlarda, hiicre zari, niikleer veya mitokondriyal DNA gibi
cesitli hiicresel yapilar, yapisal modifikasyonlara maruz kalabilir devaminda cilt
hastaliklarini tetikleyebilir veya doku yiizeyi kotiilestirebilir [44]-[46]. Bu durumu
iyilestirmek doku hticrelerini yenileyebilmek icin bu ¢alisma iceriginde antioksidan
etkileri oldugu iddia edilen birka¢ malzeme de polimerik NL iiretiminde Katki
malzemesi olarak kullanilmistir. Bu malzemeler antiajan olarak da gorev alip doku
iyilesme, doku fonksiyonunu geri kazanma gibi biyomedikal uygulama alanlarini
genisletmek icin ele alinmistir. Bu antioksidan malzemeler, doku hiicrelerindeki
oksidatif siireclere miidahale etmesine yardimci olabilir [47], [48]. Bu doktora
calismasinda ilag yiiklii PLA polimerine katki malzemesi olarak Se [49]-[52] ve ZM

[53]-[55] antiajan/antioksidan malzemeleri eklenmistir.

Bu ila¢ ve katki malzemesi yiikli PLA polimer malzemelerinin NL olarak iiretim
yontemi olarak elektro egirme yontemi kullanilmistir. Elektro egirme yontemi,
polimer ¢ozeltisinin besleme ilinitesine konulup, metal igne ucu ile toplayic yiizey
arasinda bir elektriksel alan olusturulmasi temeline dayanmaktadir [56]-[59][60],
[61] [60], [62]-[64]. Elektro egirme yontemi kullanilarak tretilen NL'ler; kimyasal
ve biyolojik koruyucu malzemeler [65], [66], gaz algilama malzemeleri [19], nem
hassasiyeti [20], foto algilayic1 malzemeler [64]-[70], solar giysiler [21], [67], yara
ortileri [67] ve doku iskeleleri [19], [21], [67] gibi bir¢ok uygulama alaninda
kullanilmaktadir [60]-[62], [64]-[66], [68]-[74]. Elektro egirme yontemiyle temel
olarak amaclanan diisiik toksisiteye sahip c¢ozeltiler kullanilarak ilag¢/katki

malzemesi yiiklii PLA NL tretimini gerceklestirmektir.
1.2 Tezin Amaci

Bu ¢alismada farkli etken yapilarina sahip ilag yiiklemeleri yapilan PLA polimeri ile
PLA’nin hidrofilik tutunmasini artiran nano malzeme GO, dogal biyoaktif antiajan
olan Se ve hem antiajan hem de antioksidan yapili esansiyel yag olan ZM kullanilarak
elektro egirme yontemi ile NL eldesi, karakterizasyonlari, salim Kkinetigi

modellemesi, antimikrobiyal analizleri ve in vitro hiicre testleri ile



sitotoksisitelerinin analizleri yapilarak biyomedikal uygulamalarda yara iyilestirici

kullanim olanaklarinin arastirilmasi amaglanmistur.
1.3 Hipotez

Bu tez ¢alismasinda 3 farkli PLA Calisma grubu bulundugu icin 3 farkli hipotez
gelistirilmistir.

Hipotez_1: PLA_1 ¢alisma grubuna ait PLA polimeri, ti¢lii ¢6zticii (CHL, THF, DMF)
sistemde farkli konsanstrasyonlarda ¢ozilebilir, bu farkli konsantrasyonlarda
PLA’ya ila¢ katkilanmasi yapilabilir ve yapilan ila¢ katkilanmasi sonucu elde

edilecek NL antibakteriyel davranislarda bulunabilirler.

Hiptez_2: PLA_2 ¢alisma grubuna ait PLA’ya iiretilen GO katkilanmasi sonucu NL
hiicresel tutunmalar1 gerceklestirebilir ve hiicre canliligt %100’ yakin etkinlik

gosterebilir.

Hiptez_3: PLA_3 c¢alisma grubuna ait NL; Bu tez ¢alismasinda tasarlanan ve
gelistirilen PLA tabanh NL'ler, ila¢ salim kapasitesi % 100’e yakin, raf 6mri uzun,
antioksidan igerikli ve sitotoksisite olmayan kullamim alan1 genis

biyomalzemelerdir.
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POLIMERIK NANO LIFLER

Biyoteknoloji alaninda kullan NL'lerden, kullanildiklar1 biyomedikal tirtinlerde iiriin
performansini arttirmalar1 ve {rlne fonksiyonel acidan kazanimlari olmasi
beklenmektedir. Uriine yénelik fonksiyonel performans kazanimlar en kalic1 ve en
etkisi lif boyutu ile yapilan érneklerdir. Bunun i¢in yapilan optimizasyonlarda ki asil

amag¢ NL boyutunu indirgemektir.

Polimerik liflerin; kimyasal yapisi, morfolojisi ve nano yapisi gibi kiitle yapilari ile
kimyasal gruplari, plriissiizliigli ve ylizey enerjisi gibi ylizey yapilarinin dikkatli
incelenip ¢ok iyi degerlendirilmesi gerekmektedir. Bu gereklilik 6zellikle islevsel
ve/veya akilli liflerin performanslarinin belirlenebilmesi i¢in ve istenen 6zelliklerde
modifiye edilip gelistirilebilmesi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Bu modifikasyonlarda ve
gelistirmelerde ¢ogunlukla, optimum o6zellige sahip ¢ok islevli liflerin liretilmesi
hedeflenmektedir. Bu tarz liflerin gelistiriimesinde en yaygin yontem; istenilen
kiitle 6zelliklerine sahip polimerlere istenilen ylizey 6zelliklerini de verebilmek icin
oligomerler, polimerler ve nanoparcaciklar gibi ylizey aktif malzemelerle

elektrospining ve benzeri metotlar kullanarak kaplamaktir [75][76][77]-[87].

Nano uygulamalar, sentetik ve yar1 sentetik polimerik yapilarda teorik olarak
mukavemet degerlerinin de optimize detaylarini vermektedir. Giiniimiizde lif/iplik
formunda iretilen konvansiyonel liflerdeki kristalinite yiizdesine konulmus
sinirlamalar vardir. Ornegin yaklagik 1nm kalinhiginda olan normal bir C-C bagindan
¢ap1 5nm olan bir lif tiretilirse, molekiil zincirleri ¢ok yiiksek kristalin davranislarina
sahip olurlar. Bu sayede iiretilen lifin mukavemet degeri, molekil zincirlerinin
icerisinde bulunan C-C baglarinin mukavemeti kullanilarak ifade edilir. Oysa
konvansiyonel lif iiretim teknikleriyle iiretilen polyesterin teorik mukavemeti 120-
150 GPa olmasiyla birlikte iretim sonrasinda 6l¢iilen mukavemet degeri yaklasik 20

GPa olmaktadir [88]-[97]



Nano teknoloji sayesinde lretilen nano-lifler bircok avantaja sahiptirler. Bunlarin
en onde gelenlerinden biri de daha liflerin daha kiigiik ¢aplarda iiretilebilmesi
sayesinde agirlik ve hacimlerine oranla inanilmaz derecede yiiksek ytlizey alanina
sahip olmalaridir[2], [81], [82], [94], [95], [98]. Sekil 1.4"de liflerin ¢aplarindaki
kiiglilmelere karsin birim kiitledeki ylizey alanlarinin artiglar ile ilgili bir grafik
bulunmaktadir. Nanoliflerin genis ylizey alanina sahip yapilar olusturmalari
sayesinde, iyonlari, fonksiyonel gruplari ve nano boyuttaki ¢ok ¢esitli partikiilleri

tutma veya yayma kapasiteleri oldukga yiikselmektedir [99].
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Sekil 2. 1Nano lif cap 6l¢ii karsilastirmasi [100]

Polimerik NL’ler ayrica: filtrasyon sirasinda yiiksek performansi, su gecirmezlik,
burusmazlik ve leke tutmazlhik gibi o6zellikler, gézenek boyutlarinin kontrol
edilebilmesini, disik 6zgiil agirhga sahip olmasi nedeni ile pek ¢ok uygulama

alaninda avantaj saglamaktadir [100][101].

Bu calismada polimerik olarak kullanilan polimer ve polimere katki olarak eklenen

diger etken malzemeler asagida agiklanmistir.



2.1 Nano lif (NL) iiretim yontemleri

Elektro egirme yonteminde polimerik ¢ozelti ayn1 geleneksel c¢ekim
yontemlerindeki gibi bir diizeden gecer. Ama bu yontemde ¢ekme kuvveti icin hava,
su veya mekanik aletler degil yliksek voltaj kullanilmaktadir [102], [103]. Ayrica
polimer kaynakli NL'ler i¢cin en uygun tiretim yonteminin elektro egirme yontemi
oldugunu sdéylemek zor degildir. Ciinkii bu yontemde fizik, kimya, malzeme
mithendisligi ve tekstil mithendisligi gibi ana bilimler ve miihendislik bilimleri bir

arada, multidisipliner bir ¢cercevede kullanilmaktadir[102], [104]-[111] [112]
211 Cekim yontemi

Bu yontemde lif olusumu; damlacik formunda toplanmis polimer ¢o6zeltilerinden
keskin bir prob ucu veya mikropipet yardimiyla uzantilar ¢ekilmesi ve hizli bir
buharlasma ile wuzantilarin daralip nanoliflere indirgenmesi seklinde
gerceklesir[113]. Eriyik egirme stireci hizli ve etkilidir ve sirali asamalarin olusumu

biiytik dl¢iide asagi itilebilir [114], [115].
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Sekil 2. 2 Cekim yontemi NL liretiminin sematik gosterimi

2.1.2 Faz ayrim yontemi

Faz ayrimi yontemi, homojen bir sekilde karismis olan polimer ve ¢oziicliniin
polimerce zengin ve fakir olan iki faza termodinamik olarak ayrilmasini temel alir
[116]-[121]. Bu proses; ¢ozlinme, jellesme, c¢oziiciiyle ayrisma, dondurma ve
dondurarak kurutma basamaklarini kullanir [66]. Kullanilan basamaklarin bir kismi

ve NL tretimi Sekil 1.10’da gosterilmistir
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Sekil 2. 3 Faz ayirma yontemi ile lif iiretimi

Faz ayrisma yontemi uygulanirken kullanilan polimerin tiirii, konsantrasyonu ve
soguk asamalarda uygulanan 1sil islem olusan NL’lerin morfolojisini etkiler. Bu
proses icin kullanilabilecek olan polimerlerin sinirli olusu ve islem stliresinin uzun
olusu baslica dezavantajlar1 olarak sdylenebilirken az sayida ekipmanla doku
mithendisliginde kullanilabilecek yogun go6zenekli ve ii¢ boyutlu yapilarin

uretilebilmesine imkan vermesi temel avantaji olarak soylenebilir [122]-[124].
2.1.3 Sablon sentez yontemi

Bu sentez yonteminde polimer c¢ozeltisinin gozenekli bir zardan gecirilmesi
saglanarak NL sentezi gerceklestirilir. Bu islemde 3 - 15 nm arasinda ¢apinda NL
tretilebilmektedir [73], [125], [126]. Polimer ¢o6zeltisinin su basinci yardimiyla
membrandan ge¢mesi saglanir. Membrandan gegen polimer uzantilari diger tarafta
katilastirici ile karsilastiklarinda da nanolif olusumu gergeklesmis olur[127]. Nano
boyuttaki yapilar elektrokimyasal, sol-jel, kimyasal buhar ve elektriksiz depolama
ile kimyasal polimerizasyon gibi farkli teknikler ve tasarimlarin oldugu sablonlar ve

hammaddelerle tretilebilmektedir[128]-[131].
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Sekil 2. 4 Sablon sentez NL liretme yontemi [132]

2.1.4 Kendiliginden birlestirme teknigi

Bu yontemde kimyasal olarak tamamlayici ve yapisal olarak uyumlu olan diizensiz
bilesikler minimum insan ve makine katkisiyla kendi kendilerine yapilar
olustururlar [133]-[135]. Bu mekanizmada en 6nemli unsur bilesenleri baglayan

molekiiller arasi etkilesimlerdir [66].

Temel dezavantaj lif caplarinin kontrol edilemez olusu ve olusum prosesinde elle

takip edilebilecek ve degistirilebilecek cok az degisken olusudur [118], [136], [137].
2.1.5 Ani (Flash) Cekim

Flash ¢cekim yontemi methblowing yontemine ¢ok benzemekle birlikte bu yontemde
yuksek hizli sicak hava kullanilmazken, onun yerine germe islemi uygulanmakta ve

bu asamada piiskiirtiilen polimer sogurken lifler inceltilmektedir.
2.1.6 Meltblowing

Bu yontemde farkli olarak polimerler, mikroliflere tek basamakta dontstiiriliir.
Polimer cok ince bir agizdan bir anda ytiksek hizli bir sicak hava akisina ¢ikar ve ¢ok
kisa bir siire icinde nanolife dontisiir. Bu yontemle olusturulan lifler minimum 1
mikron capa kadar inebilir [138]. Bu sayede termoplastik polimerlerden disiik

maliyetlerle lif elde edilebilmektedir.

10



Toplayici
Sicak

Baws _ Sogutma
havasi

Lif ak|§| |

Polimer
beslemesi—

Sicak Sogutma
hava — — havasi

Sekil 2. 5 Meltblowing yontemi ile NL tiretiminin sematik gosterimi

2.1.7 Bikompenet ¢cekim

Bikompenet yonteminde iki farkl filament ayni flament olusturacak sekilde ayni
delikten ekstriize edilir [139]. Bu islemde iki temel basamak izlenir: ilki bilesenlerin
cekimi, ikincisi bilesenlerin birinin digerinden uzaklastirilmasi olarak séylenebilir
[140] Burada ikinci basmakta ad1 gegen uzaklastirma i¢in kimyasal ¢oziicii, ekanik
bir alet veya 1s1l islem kullanilabilmektedir [141]. Sekil 1.12’de bikomponent

yontemiyle ¢ikarilmis olan ¢esitli flamentlerin kesizleri gosterilmistir.
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Sekil 2. 6 Bilkompent yontemi ile NL iiretiminin sematik gosterimi
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2.1.8 Elektro egirme

Elektro egirme yonteminde polimerik ¢ozelti ayni geleneksel ¢ekim
yontemlerindeki gibi bir diizeden geger. Ama bu yontemde ¢ekme kuvveti icin hava,
su veya mekanik aletler degil yliksek voltaj kullanilmaktadir [102], [103]. Ayrica
polimer kaynakli NL i¢in en uygun iiretim yonteminin elektro egirme ydntemi
oldugunu sdylemek zor degildir. Ciinkii bu yontemde fizik, kimya, malzeme
mithendisligi ve tekstil miithendisligi gibi ana bilimler ve muhendislik bilimleri bir

arada, multidisipliner bir ¢ercevede kullanilmaktadir [102], [104]-[111] [112].
2.2 Polimerik nano lif (PNL) biyomedikal uygulamalar

Polimer lif ¢aplari, mikrometre 6l¢eginden mikron alti1 ve nanometre boyutlarina
distiigiinde baz1 sasirtic1 karakteristik 6zellikler sergilerler. Nano boyutta ¢aplara
sahip olan lifler, bilinen diger formlardaki materyallere gore ¢cok daha yiiksek yiizey
alani/hacim oranina sahiptir ayrica ¢ok iyi mekanik (sertlik, mekanik dayanim vs.)
performans gosterir ve yuzey fonksiyonelliginde de degiskenlikler gosterirler.
Sergiledikleri bu olaganiisti 6zellikler sayesinde NL pek cok 6nemli uygulama alani

icin secilebilecek en uygun adaylar olmuslardir [61], [127], [142]-[146].

Polimer nanolifleri, doku miihendisligi uygulamalari, kontrolli ila¢ salinim,
medikal protezler ve hemostatik tirtinler gibi biyomedikal uygulamalar haricinde,
filtrasyon, sensor, elektrik ve optik, kozmetik, kompozit, koruyucu giysi ve tarim

uygulamalarinda kullanim alani bulmaktadir.
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Sekil 2. 7 Polimerik NL’lerin uygulama alanlar1

Son yillarda NL ilgili bir¢ok yayin ve patent ¢cikmistir. Cikan patent ve yayinlar NL

potansiyel uygulama alanlari ile ilgili fikirler verirken, NL teknolojisinin bas rolde

oldugu uygulama alanlarinin da tanimlanmasini saglamistir. Bu NL teknoloji ile ilgili

alinan patentlerin yaklasik ticte ikisi gibi buiyiik bir ¢cogunlugu, NL biyomedikal

alanlarda kullanilmasi ile ilgilidir. Biyomedikal alanlardan sonraysa en ¢ok patent

filtrasyon uygulamalarinda kullanilan

siralamasinda kompozitler,

uygulamalar yer almaktadir [61], [121],

NL'den gelmistir. Sonrasindaysa patent

sensorler ve Kkatalizorlerle beraber diger NL

[143], [146]-[150].
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Sekil 2. 8 Elekto egrilmis NL patentlerinin uygulama alanlarina gére dagilimi
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NL'lerin en yaygin kullanim buldugu alanlardan biri olan ve konu ile ilgili patentlerin
yaklasik ticte ikisini olusturan elektro egirme NL’lerin biyomedikal uygulamalari,
sunulan bu yiiksek lisans tez ¢alismasinin da temelini olusturmasi yaygin etkisi

neden ile bu tez calismasi tercih edilmistir.
2.3 Elektro egirme Yontemi

Sivi polimerik ¢ozeltinin elektriksel olarak ytiklenmesi ve topraklanmis bir toplayici
tizerinde daginik halde NL'lerin konumlanmasi esasina dayanan elektro egirme
yontemi, bilinen en yeni ve en etkin NL tiretim teknigidir. Elektro ¢ekim teknigi diger
tekniklere gore oldukca avantajlidir, diger yontemlerde kullanilabilen tim
polimerlerden elektro ¢ekim teknigi kapsaminda oldukga ince ¢aplara sahip olan
stirekli NL elde edilebilmektedir [151]-[154]. Ustelik bunun i¢in uygulanan proses
olduke¢a basit ve ucuz bir uygulamadir. Elektro ¢ekim, polimerlerden seramiklere ve
kompozitlere ¢ok ¢esitli materyallerden ¢ok ince lifler olusturan basit ama etkili bir
uretim teknigidir. Bu teknik, elektriksel olarak ytliklenmis sivi polimerin
topraklanmis bir ylizey tlizerinde siirekli lif formunda konumlanmasi esasina

dayanir [151].

Elektro c¢ekim, akiskanlar dinamigi, temel fizik, polimer kimyasi, tekstil
mithendisligi, makine ve elektrik fizigi disiplinlerini barindiran ¢ok disiplinli bir
prosestir [100]. Bu yontemle, caplar1 3 nm ile 1 mikron arasinda ve 1mikronun
tizerinde kalinliklarda siirekli NL bir¢ok polimerden basariyla elde edilmektedir
[61]. Elektro ¢ekim, modifiye edilmis eski bir teknolojidir. Elektriksel kuvvetleri
kullanilarak bir ¢ozeltiden lif elde etmeyle ilgili ilk yazili kaynak, erimis parafinin

elektriklendirilerek lif elde edilmesinde kullanilmasidir [155].

Elektro egirme yontemi ile iiretilen PNL
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Sekil 2. 9 Elektro egirme yontemi ile PNL liretim sematik gosterimi
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Yaklasik 370 yil 6nce William Gilbert, elektriksel olarak ytkli bir kehribarla
arasinda uygun mesafe bulunan kuru bir ytlizey tizerindeki kiiresel su damlaciginin
konik forma geldigine dikkat c¢ekmistir. Bu durum elektrostatik c¢ekim ve

elektrostatik spreyleme (elektro egirme) hikayesinin de baslangici olmustur [100],

[101].

1882’de Lord Rayleigh, sivi damlaciklarin elektriksel olarak ytuklendiginde
olusturduklar1 kararsizliklar1 arastirmistir. Bu arastirmalar esnasinda Rayleigh
elektrostatik kuvvet uygulanan sivi bir damlacikta, ylizey geriliminin bu kuvvetlerce
yenilerek bir sivi jeti olusturulabilecegini fark etmistir [143], [156]-[158][125].
Polimer ¢ozeltisi ve elektrostatik ¢ekimden NL elde edilmesi ile ilgili ilk yazili
belgeler, 1902 yilinda ].F Cooley ve W.J. Morton tarafindan 6ne striilmistiir. Bu
patentlerde tizerinde pozitif elektrot bulunan viskoz polimer ¢6zeltisi zit ytikli bir
elektroda yakin tutulmustur. Boylece elektrostatik ¢ekim saglanmistir. Cekilen
yukler, negatif yiikli bir kolektor iizerinde y1gin seklinde depolanmistir. Bu proses,
sivinin elektriksel kesilmesinin bir sonucu olarak tanimlanmaistir. Bir y1l sonra 1903
yilinda buna benzer bir patent Cooley tarafindan alinmistir. Bu patentte ise viskoz
polimer c¢ozeltisi yiiklii elektrotun ucuna yakindir. Fakat temas halinde degildir. Bu
ilk patentler, polimer ¢6zeltisinin uygun viskoziteye sahip olmasi gerekliligi tistiinde
durmus ve spesifik bir 6rnek olarak da nitroseliilozun elektro ¢ekimini kullanmistir.
Bu yiizyillda tanimlanan prosesin ana fikrinin zaman icinde ¢ok az bir degisiklik

gostermesi enteresandir[147].

1917°’de Zeleny [159], arastirmalara elektrik alanin sivilarin yiizeyleri lizerine
etkilerini inceleyerek devam etmistir. Farkli ¢ozeltileri inceleyen Zeleny, sivinin
viskozitesi ile bu sivinin yiizey gerilimini yenmesi gereken elektriksel kuvvetlerin
gerilimi arasinda dogrudan bir iligki oldugunu tespit etmistir [159]. Elektro ¢ekim
yontemiyle lif {iretimi konusu {lizerine 6nemli patentler, 1934 yilinda Anton
Formhals tarafindan alinmistir. Formhals'in icadi, sivilar tizerindeki alan kullanimi
ile suni ve sentetik filament liretiminin bir tasarimidir [101]. 1934'ten 1944'e kadar
Formbhals, elektrostatik kuvvetlerin isin icinde oldugu polimer filament {iretimi i¢in
deneysel diizenekler sunan bir seri patent yayinlamistir. Seliiloz asetat gibi bir

polimer c¢ozeltisi elektrik alana maruz birakilmistir. Zit kutuplarin elektrik
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yuklerinin ¢ektigi iki elektrot arasinda ¢6zeltiden polimer filamentleri olusmustur.
Elektrotlardan biri ¢6zeltinin icine, digeri toplayicinin Uzerine yerlestirilmistir.
Kiigiik bir deligi olan metal diizeden piiskiirtiiliince, ytiklii polimer jetindeki ¢oziicii

buharlasmistir. Toplayici plaka tizerinde kati lifler toplanmistir [101].

1960“lh yillarda Taylor tarafindan yapilan c¢esitli calismalarda, elektriklenmis
sivilarin temel teorik prensipleri agiklanmistir. Bu ¢alismalardan bir tanesinde, iki
sivi arasindaki koni ara yuiziin elektrik alan icgerisinde dengede oldugu
gosterilmistir. Taylor*un calismalarinda elektrik alan etkisi altinda siv1 yiizeyi
yiklenmis ve karsilikl ytiklerin birbirlerini itmesi ile bir dis kuvvet olusmustur. Esik
degerini gectikten sonra elektrostatik kuvvetle, sivi damlacigi bir koni seklini almis
ve fazla yiikler koninin ucunda olusan ytiklenmis jetten disari ¢ikmistir. Taylor,
elektriksel kuvvetin ytizey gerilimine esit oldugu bu kritik noktada koni olustugunu
ve bu koninin yarim acisini 49.32 oldugunu tahmin etmistir. Bu tahminleri yaptig
deneylerle uygunluk gostermistir [101]. Taylor‘un c¢alismasi, elektrik alan
icerisindeki damlacigin davranisinin anlasilmasini saglamis ve daha sonra
gelistirilen teknikler i¢in faydali olmustur. 1966 yilinda H.L. Simons, metal 1zgaralar
kullanarak polikarbonat, poliiiretan gibi termoplastiklerden farkli sekillerde
diizensiz lif yogunluklarinda NL dokusuz ylizeylerin tretimini gerceklestirmistir.
Simons’in patentleri, viskozite, iletkenlik sabiti ve ¢dziiciiniin uguculugunu anahtar
parametreler olarak tanimlamistir. Poliolefinlerin eriyik formda elektro ¢cekimi ile
ilgili veriler, 1981 yilinda Larrondo ve St. John Manley tarafindan yayinlanmistir. Bu
calismada sivinin sicakliginin artmasi dolayisi ile viskozitesinin diismesi ile daha
ince caplarda lifler elde edildigi belirtilmistir. Eriyikten elektro cekim, o6zellikle
polietilen (PE), polipropilen (PP), polietilenteraftalat (PET) ve poliamid (PA) gibi
ortak bir c¢oziicide ¢ozillemeyen termoplastik polimerler igin 6nemli bir
yaklasimdir. Ancak eriyikten elektro ¢ekimde ¢ok yliksek sicakliklara (genellikle
200 °C’'nin tuzerinde), ¢ozeltiden ¢ekime kiyasla ¢ok yiiksek elektrik alana ihtiyag
duyulur ve genellikle vakum altinda gergeklestirilir [147]. Elektro ¢ekim metodu,
ana fikri ortaya ciktiktan 60 yil sonra, 1994"te elektro egirme“den tiiremis ve
“electrospinning" terimi ile anilmaya baslamistir [100]. Eski calismalar elektrostatik
cekimin temel teknigine dayanmaktayken yeni anlayisla yapilan calismalar daha
ziyade son 10-15 yildir gerceklestirilmektedir. Ozellikle 90’larin ortalarindan sonra

yapilan ¢alismalarda elektro ¢ekim tekniginin akiskanlar dinamigi ve elektrostatigi
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ile iliskilendirildigi yaklasim bir temel olusturmus ve bu teknolojinin yeniden ilgi
cekmesini saglamistir[147]. 1990"larin ortalarinda Reneker ve ark.,[160] elektro
cekim prosesi lizerine ¢alismaya baslamis ve pek ¢ok arastirmaci, bu konu tlizerine
yogunlasmistir. Bu tarihten sonra da elektro ¢ekim yontemi ile NL tliretimine dair
yayinlanan makale ve tezlerin sayisinda gozle goriliir bir artis gerceklesmistir. Sekil
1.19%da bu ylikselisi gosteren bir grafik verilmistir. Grafikte Sci-Finder tarama
sisteminde Haziran 2004"e kadar yayinlanan c¢alismalarin yillara gore miktari

verilmistir[100].

Elektro ¢ekim yontemi ile ilgili yapilan bilimsel yayinlarin énemli bir boliimini,
prosesle, cozeltiyle ve cevreyle ilgili parametrelerin jet olusumu, lif capi, morfolojisi
ve/veya ylzey morfolojilerine etkileri lizerine yapilan ¢alismalar olusturmaktadir
[19], [151], [161]-[169] Bu c¢alismalarda farkli parametrelerin, elektro c¢cekim
siirecindeki jet olusumuna, elde edilen liflerin ¢apina, ylizey 6zelliklerine ve olusan
NL yilizeyin morfolojisine etkileri incelenmis ve bu dogrultuda bazi ¢ikarimlar
yapilmistir. Doshi ve Reneker [73], Jaeger ve arkadaslari (1998), Reneker ve
ark.[73], Taylor konisinden uzakligin bir fonksiyonu olarak elektro egirmenin jet
capindaki azalma miktarini belirlemislerdir. Sistematik c¢alismalarda Doshi ve
Reneker, polietilenoksitin (PEO) basarili elektro cekimi icin viskozite etkisini
incelemislerdir. Hayati ve calisma arkadaslarnt 1987“de yaptiklar1 bir ¢alismada,
cozelti iletkenligi ile whipping kararsizlig1 arasindaki iliskiyi tanimlamiglardir. Eski
calismalardan beri polimerlerin elektro ¢cekim denemelerinde yasanan en 6énemli
sikintilardan biri boncuk (bead) olusumudur. Deitzel ve ¢alisma arkadaslar1 da NL

boncuk olusumu lizerine ¢alismislardir[147].

2.4 Elektro egirme parametreleri

Elektro-egirme yontemi, cap1 10-100 nm aralifinda degisen nanofiber ve nanotiip
tretimini mimkiin kilar. Bunu gozenek boyutunu yiizey alani/hacim ve
uzunluk/¢ap oranlarinin yiiksek olmasini kontrol ederek yapar. Ayrica yontem
parametrelerini degistirerek farkli yapilarda nanofiber iiretim imkani saglar.

Elektro-egirme yonteminin parametreler Sekil’de verilmistir.
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Elektro Egirme Etki Eden Parametreler
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Sekil 2. 10 Elektro egirme prosesine etki eden parametreler

Plaka-igne ucu mesafesi

[ Cozelti Parametreleri } { Proses Parametreleri } [ Cevre Parametreleri }

Elektro-egirme yontemi li¢ temel komponent icermektedir. Bunlar ilki ytliksek voltaj
kaynagdir. Ikincisi metalik i§ne ve tigiinciisii toplayici plakadir (Sekil 2.10). Elektro-
egirme yonteminde alternative akim da kullanilmasina ragmen ¢ogunlukla dogru
akim tercih edilmektedir. Komponentlerden biri olan metalik igne, icinde polimer
¢ozeltiye sahip siringa ucunda bulunur. Polimerik ¢6zelti igneye dogru sabit ve
kontrol edilebilir bir hiz ile siringa pompasi sayesinde beslenir. Genellikle 1-30 kV
arasinda yiiksek gerilim uygulanir. igne ucunda asili olan polimer damlacik
elektriklenir. Indiikklenmis olan polimer damlacik yiizeye esit bir sekilde

dagihr[162], [170], [171][172]-[175].
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Sekil 2. 11 Taylor konisinin olusuma etki eden kuvvetlerinin sematik gosterimi

Polimer jetinin toplayici ulasana kadar havada geg¢irdigi ucgus siiresi ve elektrik alan
kuvveti, elektro ¢ekim prosesini ve olusan lifleri etkileyen faktorlerdir[60], [102],
[142], [143], [176]-[183]. Diize ile toplayic1 arasindaki mesafe degistirilerek hem
ucus siiresi hem elektrik alan kuvveti degistirilmis olur. NL olusumunda jetin ugus
stresi an az ¢oziiciniin buharlagsmasina kadar uzun olmalidir. Mesafe kisaldiginda
bu siire kisalacaktir. Coziictiniin tamami buharlasmadigindan dolayi liflerin temas
noktalarinda yapismalar ve boncuk olusumlar1 goriilecektir (Sekil 2.11). Ayrica,
toplayic ile diize arasindaki mesafe arttiginda elektrik alan kuvveti de artacak ve
jetin hizinin artmasina neden olacak ve polimer jeti toplayiciya daha erken
ulasacaktir [184]-[190]. Mesafe arttiginda jetin izledigi yol artar. Bu ylizden elde
edilen lif caplarinda diislis goriilir. Ayrica yapilan ¢alismalarda, toplayici-diize
mesafesi kisaldiginda elde edilen lifleri enine Kkesitlerinde form degisikligi
gorilmistir. Bu form degisikligi dairesel formdan yass1 forma donis

seklindedir[101].
2.4.1 Cozelti parametreleri

Polimerik c¢ozeltilerde diisiik konsantrasyonda, lif yapisinda boncuklanma veya
topaklanmalar go6zlemlenmektedir. Konsantrasyon arttiginda, boncuklarin
morfolojisi kiireselden ig benzeri hale degisir ve sonucta daha yiiksek viskozite
direnci nedeniyle artan ¢apl tek tip liflerin olusmasina sebep olmaktadir [52]. Bu

baglamda elektro egirme icin en 6nemli parametre ¢ézelti olusumundaki molekiiler
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yapi, viskozite, ylzey gerilimi, ¢ozicl iletkenligi ve igne ile kullanilan plaka

arasindaki mesafe olarak bilinmektedir.
2.4.2.1 Molekiiler Agirhk

Molekiiler agirlik, viskozite, yiizey gerilimi, iletkenlik gibi elektriksel ozellikleri
degistirir. Lif Giretimi icin yiliksek molekiiler agirlikli polimer kullanilarak istenen
viskozitenin kullanildig1 gosterilmistir. Elektrik iletkenligi, iletkenlik kuvveti, ylizey
gerilimi ve c¢ozeltinin reolojik 6zelliklerini etkileyen molekiil agirliginin [191]-
[194], lif morfolojisini nasil etkiledigini kapsayan calismalar da yapilmistir. Ug farkh
polimer molekiil agirlig: ile calisan Geng ve ark. [195]-[203], sadece bir molekiiler
agirlik degerinde basarili sekilde nanolifler elde edebilmistir. Cok diisiik molekiiler
agirlik degerlerinde jet kirllmas1 meydana geldiginden ¢ekim gerceklesmezken [3],
[204]-[206], cok yiiksek molekiil agirligi degerlerinde viskozite artisina bagh olarak
jetin elektrostatik kuvvetlerle cekilmesi miimkiin olmamaktadir [21], [73], [90],
[165], [178], [207]-[210], farkl1 molekiil agirligina sahip polivinilalkol polimerleri
ile gerceklestirdigi calismasinda; diisiik molekiil agirligina sahip polimerler ile
boncuklu, orta molekiil agirligi degerlerinde silindirik ve diizgiin, yiiksek molekiil
agirlik degerlerinde ise serit yapili nanoliflerin elde edildigini belirtmistir. Yiiksek
hidroliz derecesi olan polimerlerde molekiiler agirlik artisi, ¢c6zgen buharlagsmasini
yavaslatabilmektedir. Bu da kolektore c¢ozeltinin heniiz tam olarak tlizerinden
uzaklasmamis liflerin toplanmasina neden olmaktadir. Kolektor {izerinde
gerceklesen ¢ozucllerin buharlagmasi ise, serit yapili, diiz NL olusmasina sebebiyet

vermektedir [3], [61], [67], [71], [142]-[144], [148], [207], [211]-[215].
2.4.2.2 Viskozite

Polimerik ¢ozelti viskozitesi, lifin morfolojisini etkileyen énemli parametrelerden
biridir. Elektro egirme islemi sirasinda, diisiik viskoziteli polimerik c¢ozelti
kullanildiginda, stirekli lif olusumu meydana gelmektedir. Aksi takdirde, NL
tretmek icin yiiksek viskoziteli bir ¢ozelti kullanildiginda, jetlerin polimerik
cozeltisinden ¢ikarimi zorlasacaktir bu durumdan otiirii elektro egirme islemi icin
uygun optimum sartlara ve optimum viskoziteye ihtiyac vardir. Cozeltilerin tim
reolojik davranislar1 elektrolif ¢cekim yontemi ile gekilebilirlikleri hakkinda fikir
vermektedir. Ayrica akis hiz1 gibi proses parametrelerinin de nasil kontrol edilmesi

gerektigini ortaya koymaktadir [216]-[219]. Ornegin diisiik viskozitelerle, daha
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yuksek akis hizlarina c¢ikilabilmektedir [220]-[224]. Viskozite, sabit
konsantrasyonda molekil agirhigiyla, sabit molekil agirhginda ¢ozelti
konsantrasyonuyla dogrudan kontrol edilebilmektedir [225]-[228][229][249]-
[256]. Ayn1 polimer farkli molekiill agirhgindaki ornekleri ¢ozelti igerisinde
cozuldiigluinde, genel olarak yiiksek molekiil agirligina sahip polimerden elde edilen
cozelti, disik molekul agirligina sahip polimerin ¢ozeltisinden daha yiiksek
viskoziteye sahip olmaktadir. Yani polimerin molekiil agirhg: arttikca olusturdugu
cozeltinin viskozitesi de artmaktadir [237]-[242]. Ayrica kullanilan ¢ozgen de
viskoziteyi degistirmektedir [229].

2.4.2.3 Yiizey Gerilimi

Yiizey gerilimi, elektro egirme isleminde NL c¢o6zeltisinin yiizey siirtiinmesini
azaltarak onemli bir rol oynar [243]-[245]. Boncuklu yap1 olmadan lifler elde
edilebilir. Cesitli ¢oziiciiler, farkl yiizey gerilimlerine katkida bulunabilir. Genellikle,
bir c¢ozeltinin yiiksek yilizey gerilimi, jetlerin kararsizligi ve puskirtiilen
damlaciklarin olusmasi1 nedeniyle elektro egirme siirecini 0Onlemektedir.
Damlaciklarin, boncuklarin ve liflerin olusumu, ¢ézeltinin yiizey gerilimine ve daha
diistk bir elektrik alaninda meydana gelmek tizere egirme ¢ozeltisine yardimci olan
egirme ¢ozeltisinin daha diisiik yiizey gerilimine baghdir [244], [246]-[256]. Bunun
sebebi; polimerik ¢6zelti icerisinde bulunan bir molekil her taraftan gelen esit
kuvvetlerin momentum altinda iken, polimerik ¢o6zelti sivisi igneden ¢iktiktan sonra
etki altinda kalan elektrik alan sebebiyle sivi ayni sey gecerli olmamaktadir [244],
[250], [257], [258]. Etken kuvvetler ylizey alanini en aza indirilecek sekilde etki
ettiklerinden dolayi, siringanin ucundan ¢iktiktan sonra olusacak damlacikh yaps,
sekil yapisini yiizey gerilimi sayesinde almaktadir [65], [66]. Burada en 6nemli
faktor; Polimerik ¢ozelti ylizey geriliminin jetin sivi igne ucundan c¢ikisini
engellemeyecek kadar yiiksek, olusacak damlacigin serbest bir sekilde akmasini
engellemeyecek kadar da diisiik olmasi gerekmektedir [8], [21], [178], [208], [259]-
[275]. Elektro egirme yontemi ile elde edilen NL’lerin morfolojilerine yilizey
geriliminin etkisini polimerik ¢6zelti konsantrasyonuna ve viskoelastik kuvvetlere
baghh olarak acgiklanmistir [71], [276]-[286]. Viskoelastik kuvvetlerin yiizey
gerilimini baskiladig1 tim c¢ozeltilerde, yiizey geriliminin jet cap1 Uzerindeki

etkisinin ihmal edilebilir oldugunu savunmustur. Viskoelastik kuvvetlerin jette hizli
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sekil degisikliklerine karsi koydugu bilinmektedir [3][287]-[289]. Dusiik
konsantrasyonlu ¢ozeltiler ile ¢alisilirken, azalan viskoelastik kuvvetler nedeniyle
yuzey geriliminin morfoloji lizerindeki roliintin arttig1 belirtilmistir [71], [276],

[279]-[281], [290]-[293][294][3], [287][295].

Bu parametrenin ¢6ziimi olarak ¢6ziicli yapisi veya miktar1 optimize edilmektedir.
Polimer c¢ozeltilerinin karakteristik ozelliklerini belirleyen c¢ozeltilerin yilizey
gerilimlerinin degistirilmesiyle, NL morfolojisi lizerinde kontrol
saglanabilmektedir. Cozeltiye yiizey aktif madde ilavesi[66], yiizey gerilimi daha

diisiik olan uygun bir ¢ozelti ilavesi [3] ile NL morfolojileri gelistirilebilmektedir.
2.4.2.4 Céziiciiniin Iletkenlik Etkisi

Cozelti uguculugu da elektro egirme diizgiin morfolojili NL elde etmede kritik bir
faktordiir. Cozelti, lifin yapisal biitiinliigiinii koruyacagi kadar kisa bir stirede,
nanometre boyutlarina ulasmasindan 6nce katilasmasina izin vermeyecek kadar da
uzun bir siirede buharlasmalidir [8], [21], [178], [208], [259]-[275], [296]-[299].
Buharlasma hizini; ¢6ziicii buhar basinci, kaynama noktasi, 6z 1sis1, entalpisi ve
buharlasma sicakligi, ¢éziicti molekiilleri arasindaki etkilesim, yiizey gerilimi ve sivi
ylzeyindeki hava akisi belirlemektedir [66]. Lifler kolektére ulastiginda
buharlasmanin yeterince saglanmamasi1 durumunda serit benzeri liflerin olusmasi

soz konusu olabilmektedir [300], [301].

Cozelti iletkenligine, polimer tiriine, kullanilan ¢oziicliye ve iyonize edilebilir
tuzlarin mevcudiyetine gore karar verilir. Cozeltinin elektriksel iletkenliginin
artmasi, elektro egrilmis NL'lerin ¢apinda onemli bir azalma olur, ancak diisiik
iletkenlige sahip ¢cozelti, tek tip lif iiretmek icin elektrik kuvvetiyle bir jetin yetersiz
uzamasina neden olur ve boncuklar da elde edilebilir [10], [67], [302]-[312]. Elektro
egirme yontemindeki en 6nemli ¢6zelti 6zelliklerinden biri de elektrik iletkenligidir.
Clinkt viskoz polimer c¢ozeltileri, ylzeylerindeki yiik itmeleri ile gerilmektedir
[305]. Bu itici kuvvetlerin ylizey gerilimini yenmesi ile elektro egirme islemi
baslamaktadir [63], [67], [305], [313]-[323]. Aslinda jet ile tasinan ytkler 6ncelikle
uygulanan elektrik alan, ikincil parametre olarak ise c¢ozelti iletkenligi ile
belirlenmektedir [324] jetin kararsizlk mekanizmasin1 agiklamak igin
gerceklestirdikleri teorik c¢alismalarinda jet iizerindeki yik yogunlugunun

kararsizlik olusturmak tizere elektrik alan ile etkilestigini savunmaktadir. Jetin
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kolektore wulasana kadar wugradigl kararsizliklarin (egilme ya da kirilma
kararsizliklarinin) jetin yoriingesine, yoriingenin de dis elektrik alan ve iletkenlige
bagl oldugunu vurgulamaktadirlar. Distik iletkenlik, sebep oldugu kararsizliklarla
boncuklu NL olusmasina sebep olabilirken [325] yiiksek elektrik iletkenligi olan
polimer ¢ozeltileri ile jet, tasidig1 yiiklere bagl olarak daha fazla gerilebilmekte ve
daha duzgiin yapili, ince NL elde edilebilmektedir [21], [60], [63], [72], [73], [88],
[102], [142], [143], [148], [150], [176], [178]-[180], [182], [211], [215], [240],
[263], [264], [318], [321], [323], [326]-[351][352][70]. Elektro egirme ¢ozeltilerine
iletkenligi yiiksek olan ¢oziiciiler ilavesi ile diizglin yapiya sahip NL'lerin, iletkenligi
diisiik olan ¢ozelti ilavesi ile ise daha kalin ve daha biiyiik boncuklu liflerin olusumu
gozlemlenebilmektedir [353]-[355]. Elektrik iletkenlikleri farkli cozeltiler ile

calisan Tan ve ark.[323] da, iletkenlik artis1 ile daha ince NL iirettiklerini
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Sekil 4.1 Elektrik iletkenligi artisi ile lif capindaki azalma
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2.4.2 Proses Parametreleri
24.2.1 Uygulanan Gerilim

Elektrospinning islemi sirasinda ¢6ziime uygulanan voltaj ¢ok onemli bir
faktordiir[356]-[359]. Ancak esik voltajina erisildikten sonra, lif olusumu meydana
gelir, bu, elektrik alam ile birlikte ¢ozelti tizerindeki gerekli yiikleri icerir ve
elektrospinning siirecini baslatir. Calismalar, daha ytiksek voltajlar uygulandiginda,
daha fazla polimer piiskiirtmesinin oldugunu ve bunun daha biiyiik capl bir fiberin
olusumunu kolaylastirdigin1 gostermistir. Cogu vaka, daha yiiksek bir voltajin,
jetteki daha ytliksek kulombik kuvvetler ve daha giiclii bir elektrik alan1 nedeniyle
cozeltinin daha fazla gerilmesine yol actigin1 gostermektedir. Bu etkiler, lif capinda
azalmaya ve ayrica liflerden ¢6ziiciiniin hizli buharlasmasina neden olur[71], [165],

[327], [360]-[366].
2.4.2.2 Besleme hizi / Akis hizi

Siringadan polimerin akis hiz1 6nemli bir parametredir[67], [309], [311], [321],
[337], [361], [362], [365]-[375]. Jet hizin1 etkiler. Coziicii buharlasma igin yeterli
zaman alacagindan, besleme hizi daha distiktiir. Egirme soliisyonunun her zaman
minimum akis hiz1 olmalidir. Yiiksek akis hizlari, toplayiciya ulasmadan 6nce uygun
kuruma stresinin olmamasi nedeniyle boncuklu liflerle sonuc¢lanir [181], [221],

[309], [311], [314], [345], [366], [372]-[374], [376]-[385].
2.4.2.3 Kollektor tiirleri

Farkl tipte kollektorler kullanilmaktadir. Bu islem sirasinda, bir toplayici, nano
fiberlerin toplandigi iletken bir substrat gorevi goriir. Genellikle toplayic1 olarak
aliminyum folyo kullanilir, ancak toplanan liflerin aktarilmasindaki zorluk ve cesitli
uygulamalar icin hizalanmis liflere ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle. Diger toplayici
tlrleri iletken kagit, iletken kumas, tel orgi, paralel veya 1zgarali ¢ubuk, doner
cubuk, doner tekerlek ve metanol pihtilasma banyosu gibi sivi olmayan ¢6ziictidiir.
Daha az iletken alanla, daha az ylizey alani nedeniyle boncuklu lifler olusturur[67],

[166], [171], [234], [311], [322], [384], [386]-[390].
24.2.4 Kolektor mesafesine u¢

Ug ile toplayici arasindaki mesafe, lif caplarini ve morfolojisini kontrol etmek icin

kritik bir rol oynar. Kollektére ulasmadan 6nce liflerin kurumasi icin yeterli siire
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vermek icin minimum bir mesafenin gerekli oldugu, buna karsin ¢ok yakin veya ¢cok
uzak mesafelerde boncuklarin gézlemlendigi bulunmustur. Solventin nanoliflerden
buharlagsmasini kolaylastiran u¢ ve kolektér arasinda optimum mesafe

olmahdir[391]-[417].
2.4.3 Cevre Parametreleri

Cozelti ve isleme parametrelerinin yani sira nem, sicakhk vb. Iceren ortam
parametreleri de vardir. Sicakllk ve nem gibi ortam parametrelerinin
elektrospinning siirecine etkilerini belirlemek i¢cin arastirmalar yapilmistir[67],
[102], [178], [276], [321], [332], [336]. Bu islem sirasinda, ortam faktorleri diger
parametrelerde énemli rol oynar. Ornegin, viskozite ve sicakhgin birbiriyle ters
iligkisi vardir. Calismalar, ¢ok diisiik nemde, ¢6ziiciiniin buharlasmas1 daha hizl
oldugundan ugucu bir ¢6ziiciiniin hizla kuruyabilecegini gostermektedir. Bazen
buharlagsma hizi, ¢6ziiclinlin ignenin ucundan ¢ikarilmasina kiyasla ¢ok hizhidir ve
bu, elektrospinning ile ilgili bir sorun yaratir [169], [230], [272], [344], [348], [418]-
[423].

2.5 Nano Lif Uretimi i¢cin Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler

Bu calisma iceriginde kullanilan kimyasallar ve polimer malzemesine katki olarak
eklenmis diger malzemeler literatiir calismasi olara ele alinmistir. Bu ¢alismada ana
polimer olarak poli laktik asit (PLA) kullanilirken, PLA polimerini ¢6zelti haline
getirmek i¢in kimyasal ¢oziictler kullanilmistir. Yapilan ¢ ayr1 ¢alisma igerigine
uygun PLA polimerine katki olarak kullanilan diger malzemeler sirasiyla;
seftriakson disodium, grafen oksit (GO), selenium (Se), klaritromisin (CLA),
basitrasin ve esansiyel yag olarak zataria multiflora segilip literatiir calismalarindan

bahsedilmistir.
2.5.1 Polimer: Poli laktik asit (PLA)

Poli (laktik asit) (PLA), laktik asit monomerlerinden tiiretilen dogrusal bir alifatik
polyesterdir PLA, biyolojik olarak uyumlu bir termoplastik alifatik polimerdir[1],
[424]-[430]. PLA, ilag yiiklii malzemeler, doku iskelesi tasarimlar1 ve uygulamalari
icin implant edilebilir triinler[85], [431]-[434], elektronik sektoriinde optik
sensorler [435], yara ortlisii medikal malzemeleri[436]-[439] ve dis uygulamalari

[85],[222],[429], [434], [440], [441] gibi ¢ok farkl1 alanlarda biyomedikal uygulama
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olarak. PLA, yogunlasma polimerizasyonu ve halka a¢gma polimerizasyonu
teknikleriyle tiretilebilir. PLA, yogunlasma polimerizasyonu teknigi kullanilarak
uretilebilir. Polimerizasyon sayesinde PLA, diisiik molekiler agirliga ve zayif
mekanik  Ozelliklere sahiptir. PLA'nin fiziksel 6zellikleri, halka ag¢ma
polimerizasyonu ile miikkemmel bir gelisme gostermistir. Bu nedenle halka agma
polimerizasyonu, PLA'y1 ve monomer olarak kullanilan laktatiti tiretmek i¢in uygun
bir yontemdir [442]. PLA, ila¢ dagitim sistemleri olarak nano veya mikropartikuller
olarak kullanildiginda. Farmasotik bilimler alanindaki bu biyolojik olarak
parcalanabilen ve biyouyumlu tasiyicilar, PLA'nin kargo, hazirlama ydntemleri,
partikil boyutu veya molekiiler agirligi ile etkilesimlere bagh olarak farkl yiikleme
ve salim ozellikleri gostermislerdir [431], [433], [440], [443]-[449]. PLA bazh
antimikrobiyal malzemeler, mikrobiyal biiylimeyi kontrol etmek i¢in umut verici
sistemler olarak biiytik ilgi gormistiir. PLA'nin yenilenebilirlik, biyolojik olarak
parcalanabilirlik ve klinik kullanim icin ABD Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) onay gibi
olagantstii fizikokimyasal o6zellikleri, gida ambalajlarinda ve biyomedikal
malzemelerde uygulama i¢in ¢ekici perspektifler agmaktadir. Ek olarak PLA, diisiik
immiinojenisite ve iyi mekanik 6zelliklerden dolay1 yara sargisi liretmek i¢in ¢ok
uygun bir polimerdir. Son yillarda, antimikrobiyal aktiviteyi iyilestirmek icin dogal
bilesikler, peptitler, enzimler, metaller, kenetleme maddeleri ve antibiyotikler
iceren cesitli katki maddeleri PLA polimerik matriksine eklenmistir. PLA tabanh
antimikrobiyal sistemler hem akademik hem de endiistriyel arastirmalarda buyiik

ilgi gérmiustir [450]-[453].
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Sekil 2. 12 PLA yapisi

Fosil olmayan yenilenebilir dogal kaynaklardan iiretilen termoplastik alifatik bir
polyester olan PLA, yenilenebilirlik, biyolojik olarak pargalanabilirlik ve nispeten
diisik maliyet gibi faydal ozellikleri nedeniyle ilgin¢ bir biyopolimer olarak
gorilmiistiir [1], [424], [427], [429], [445], [454], [455]. Gliniim{izde, enantiyomerik
PLA, poli (L-laktit) (PLLA) ve poli (D-laktit) (PDLA) arasindaki farkli stereo
kompleks olusumu, stereo komplekslesmenin PLA polimerlerinin mekanik
ozelliklerinin yani sira termal ve hidroliz direncini arttirdigini gostermistir. PLA
genellikle travmatik yaralar, akut yaralar ve kronik yaralarda yara ortiisii olarak
kullanilir. Ideal bir yara pansumany, yara yiizeyinde iyilesmenin yara iyilesmesi ve
kabul edilebilir bir kozmetik goriinim ile tutarh maksimum hizda
gerceklesebilecegi bir ortam saglayabilir. Lif capi, gerilme mukavemeti ve yiizey
ozellikleri (hidrofiliklik veya hidrofobiklik) gibi yara sargisi malzemesi tiretmek icin
nanofiber matlarda bazi 6nemli parametreler vardir. Nispeten nemli kosullar,
bakteri biiylimesi, cogalmasi ve daha fazla enfeksiyon i¢cin uygun ortam yaratabilir.
Bu fenomen, yara iyilesme stirecini olumsuz etkiler. Bu nedenle, faydal yara sargisi

malzemesi diisiik sertlige, yliksek esneklige, iyi mekanik o6zelliklere ve cift islevli
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yuzey karakterine sahip olabilir. Yara ile temas eden yiizey, yara dokusundan kan
ve yara akintisini emmek i¢in hidrofilik karaktere sahip olmalidir, aksi takdirde,
yara pansuman malzemesinin ¢evresel temas yiizeyi, yara bolgesine nemin niifuz
etmesini 6nlemek icin hidrofobik yiizeye sahip olabilir. PLA, PLLA ve PLGA, PVA ve
kollajen ve kitosan gibi dogal polimerlerden farkli olarak nispeten hidrofobik
polimerler iken, diger yandan sentetik polimerler olarak polietilen ve polipropilen
ile karsilastirildiginda nispeten daha yiiksek hidrofiliklik gosterebilirler[433],
[441], [448], [456]-[462]. PLA polimerleri, cerrahi implant malzemeleri, ilag¢
dagitim sistemleri, kilavuzlu doku ve kemik rejenerasyon platformlar: gibi cesitli
alanlarda ve ayrica neo-doku biiyltimesi icin gozenekli iskeleler olarak kullanilir.
PLA'nin biyomedikal wuygulamalarda kullanimi, sadece biyolojik olarak
pargalanabilirligine degil, ayn1 zamanda sekil bellegi etkilerine uygunlugu dahil
termo-mekanik 6zelliklerine de dayanmaktadir. PLA kopolimerleri, tip i¢in biyolojik

olarak pargalanabilen ¢ok ¢ekici malzemelerdir [442], [463]-[466].

Biyo-bozunabilir polimerler arasinda, yenilenebilir kaynaklardan sentezlenebilen
biyolojik olarak parcalanabilen, ¢evre dostu ve ekonomik acidan uygunluk gibi
ozelliklere sahip olan PLA uygulama alanlarn gelismektedir [138][467]. PLA'nin
kullanim alanlarindan bazilari; damar icerisinden ila¢ salimi, ortopedik veya cerrahi
implant uygulamalari, biyo-uyumlu ve biyo-emilebilir tibbi cihazlarin tretimi
seklindedir [138], [468], [469]. Bu genis uygulama alanlarina sahip PLA igerisine ilag
yuklenmesi ve bu ilaglarin etkisini belirlemeye yonelik arastirmalara olan ilgi hizla

artmaktadir.
2.5.2 Polimer Kimyasallar1: Coziiciiler

Polimer malzemelerinin ¢oziiciileri, 6zellikleri ve fiber olusumundaki katkilar:
gosterilmistir. S6z konusu NL {retiminde kullanilan polimer ¢o6zeltilerinin
tasarimini gelistirmek icin hazirlanan her bir ¢6zeltinin viskozitesi, iletkenligi ve
ylzey aktifliginin incelenmesinde O6nemli bir basamaktir. Karakterizasyon
calismalari icin literatiirde, elde edilen NL SEM ile karakterize edilerek morfolojik
ozellikleri, polimer ¢ozeltilerinin fizikokimyasal 6zellikleriyle karsilagtirilip analiz
edildigi bunun sonucunda lretilen NL her bir tiirliine temas agis1 testi yapilarak,
yapilan katkilarin lif hidrofilikligini etkiledigi gozlemlenmistir[19][20]. Cozelti

parametreleri belirlenen biyopolimerler icin uygun ¢éziiciiler belirlenerek polimer
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derisimi etkisi, ¢ozelti iletkenligi etkisi, polimer molekiil agirhg: etkileri tespit
edilerek arastirilmistir [213], [325], [470]-[472] Kullanilacak polimere gore
coziciler degistirilerek nanofiber yapilarin morfolojik karakterizasyonu
incelenecegi icin litaratiir calismasi énemli bir baslangictir. Oncelikle kullanilacak
PLA polimeri i¢in uygun ¢oziiciiler [321][473]; kloroform (CHL) [474], tetra-hidro-
furan (THF) [475][19], dimetil formamid (DMF) [474][19] oldugu arastirilmistir. Bu
cozicller ile hazirlanan ¢ozelti, nanofiber elde etmek icin litaratiirde birinci

basamak olarak 6n goriilmistiir.

Tablo 2. 1 Coziciilerin 6zellikleri ve lif morfolojisindeki degisiklikleri

Kaynama

Coziiciiler Noktasi Ozellikler Lif Morfolojisi REEEIS

©

Diistik iletkenlik Boncuklu, genis cap

[321][473]

gerilimi

|
Yiiksek i¢ viskosite Diistik polimer
konsantrasyonunda
CHL 61,2 boncuklu, daha ytliksek [474]
konsantrasyonda
puruzsiz

9,8 katsayisi, yiiksek yiizey
1;

Yiiksek dipol momenti, Piirtizsuz ve boncuklu,
66 iyi iletkenlik yliksek gozenek [475][19]

yogunlugu

Diistik yiizey gerilimi, Pliriizsiiz, genis ¢ap
Etanol 78 yHrey 8 & [474][476][3]
yliksek i¢ viskosite

Diistik i¢ viskosite Boncukluy, kii¢iik ¢ap [474][476]

Yiiksek dipol momenti, Puruzsuz ve boncuklu,
153 yuksek iletkenlik, diistik  yuvarlak [474][19]
i¢ viskosite
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2.5.3 Polimer Katkisi: Grafen Oksit (GO)

Grafen, 6nemli potansiyele sahip nispeten yeni bir biyomedikal uygulama alanidir.
Son arastirmalar grafen-hiicre (veya doku, organ) etkilesimlerinin anlasildigini
gostermistir; 6zellikle hiicresel alim mekanizmalari hala zorludur [477]. Grafen, tek
atom kalinliginda bagimsiz bir 2D kristaldir. Aslinda, petekli bir agda alt1 atomlu
halkalarin katmanlarini iceren bir karbon allotropudur ve teorik olarak gercek bir
diizlemsel aromatik makromolekiil olarak goriilebilir [478]. Grafen, olagandisi
elektronik esneklik, yiiksek diizlemsel yiizey alani (~ 2630 m2 / g), olagantistii
mekanik mukavemet (Young modiilii, ~ 1100 GPa) ve benzersiz termal iletkenlik (~
5000 W / m / K) gibi olagantistii 6zellikler gosterir. Gii¢lendirilmis biyopolimerler
icin oldukca popiiler bir nano 6l¢ekli katki maddesidir. Grafen ve grafen tiirevlerinin
biyolojik bir sisteme girdikten sonra nasil bir etki birakacagi in vivo ortamda
gozlenmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. Artik grafenin biyolojik etkisinin karmasik
oldugu ve maruziyet dozu ve yontemlerinin yani sira kimyasal islevsellestirme,
yanal boyut, kalinhik ve yiizey 6zelliklerinden biiyiik Ol¢liide etkilendigi kabul
edilmistir [477]. GO, peroksidazlar tarafindan kolayca pargalanir ve yiiksek ilag¢
yukleme kapasitesi ve antibakteriyel 6zelliklere sahiptir [479]. GO, yliksek mekanik
direnc, kimyasal stabilite, genis ylizey alani ve diisiik toksisite gibi faydal 6zellikleri
sayesinde, biyomedikal wuygulamalarda {iizerine yaygin olarak c¢alismalar
yapilmaktadir. Bu malzemenin ylizeyinde polar gruplarin varligi, polimer
matrislerle uyumlulugu artirir. Ayrica, antibakteriyel 6zellikleri ve yliksek ytlizey /
hacim orani sayesinde GO, antimikrobiyal ve antiviral ylizeylerin gelisimi icin umut

verici bir materyaldir [480]-[482].
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Sekil 2. 13 Grafen Oksit yapisi

GO sentezi modifiye Hummers metoduyla gerceklesmektedir [483], [484]. Bu
metotla GO, grafene indirgenerek kimyasal yontemle grafit icerisindeki Oskijen
icerek gruplar uzaklastirilarak kahverengiden siyaha doniismektedir. Bu yontemle

kimyasal indirgenme gerceklesir [485]-[487].
2.5.4 Polimer Katkisi: Antiajan; Selenyum (Se)

Selenyum (Se) ¢ogunlukla selenoproteinlerde (selenometiyonin olarak) bulunur ve
bunlarin ¢ogu 6nemli antioksidan [488], [489] ve antiinflamatuvar etkidir [490]. Bu
nedenle, yliksek plazma Se konsantrasyonlari, yiiksek seviyelerde selenoproteinleri
harekete geciren oksidatif strese bagh olabilir [488]. Se'nin anti-oksidatif ve
antiinflamatuar o6zellikleri nedeniyle, Se seviyeleri ile yiiksek oksidatif stres ve
kardiyovaskiiler ve norodejeneratif hastaliklar, diyabete bagh iltihaplanma ile
iliskili oldugu yaygin olarak bilinen durumlar arasindaki iliski incelenmistir [491].
Ornegin, selenoprotein P'nin plazma konsantrasyonunun tip 2 diyabet (T2D)

deneklerinde daha yiiksek oldugu, diyabetik ytliksek seviyelerde oksidatif stres ve
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instlin direnci ile iliskili oldugu bilinmektedir. Yine de selenometiyonini tasiyan
serum alblimini diyabette azalir. Selenoprotein P ekspresyonunun, inflamasyon fazi
sirasinda azaldig1 bilinmektedir. Bu nedenle, T2D'de olusan inflamatuarin sistemik
yanit1 sirasinda kandaki selenyum seviyeleri diiser. Bilim adamlari, diyabetin
bozulmus glukoz toleransi veya iyi bilinen T2D fazlarinin ve ilgili oksidatif stres

seviyesinin plazma selenyum konsantrasyonunu etkiledigini varsaymistir [488].

Atom Atomik kiitlesi
/
numaras) ———— 34 7896
O__ yiiksek degerlikli oksitlerin
sembol e | S e asit-baz ézellikleri
R
elektron = Kristal yapisi
konfigiirasyonu —_____ N
104q24p4
[Ar]3d 4s 4p \ 20 ° C'de (68 ° F) fiziksel
A — | selenium durum
D Diger ametaller — Kati
@ Hekzagonal O KuvvetliAsit

Sekil 2. 14 Se periyodik tablodaki genel bilgileri

Se bir antioksidandir ve canli organizmalar i¢cin temel yararh 6zelliklere sahiptir.
Delilbas1 ve calisma arkadaslari, selenyum ile diyabetik arasindaki iligkiyi
belirlemek icin bir aciklama yapti. Incelemelerinde otuz dokuz Wistar sican
kullanildi. Kontrol, selenyum verilen kontrol, diyabetik ve selenyum verilen diyabet
gruplar1 olmak tlizere dort ana grubu olusturulmustur. Diyabetik + selenyum ve
kontrol + selenyum gruplarina 4 hafta / glin 5 p mol / kg / glin sodyum selenit
intraperitoneal enjeksiyon yapilmistir. Tiim hayvanlar 5. haftada belirlendi.
Diyabetik gruptaki yiiksek kan sekeri seviyesi ve diisiik viicut agirligi selenyum
uygulamasindan 6nemli dlciide etkilenmedi. Histolojik inceleme, selenyum verilen
diyabet grubunda daha saglhikli bir goriinimiin incelendigini gostermistir.
Calismanin sonuglarina gore, selenyumun mandibulada diyabetin neden oldugu

yapisal degisiklikler tizerinde faydal etkileri vardir [492].

Bazi hipotezler mevcut olsa bile, Se takviyesi heniiz insiilin direncine neden olabilir.

Bazi bilim adamlari, Se'nin glikoz homeostazi ile ilgili olarak yararli olabilecegini ve
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instlin direncini azaltabilecegini diisliniiyor. Jacobs vd. Se ve T2D arasindaki iliskiyi
gostermek icin bir deney yapilir. Onceki ¢alismalar, 200 pg / giin Se ile takviyeden
sonra T2D riski i¢in istatistiksel olarak anlamli bir genel risk artisi olmadigini
gostermektedir. Bu deneyi, farkli karakteristik ozelliklere sahip 400 kisi ile
gerceklestirdiler. Plazma glikozu i¢in 200 pg / giin Se kullandilar ve insilin,
randomizasyondan 6nce ve miidahalenin tamamlanmasindan sonraki 6 ay icinde
Olculdi. Ne cinsiyete ne de yasa gore tabakalasma, tedavi grubuna gore instlin

duyarhligi tizerinde istatistiksel olarak 6nemli bir etki meydana getirmedi [493].
2.5.5 Polimer Katkisi: Antioksidan/Antiajan; Zataria Multiflora (ZM)

ZM, ortak Farsca ad1 "Avishan-e-Shirazi "(Avishan, kekigin Farsca adi ve Shiraz,
iran'daki bir sehrin adidir), orta ve giiney Iran, Pakistan ve Afganistan'da yaygin
olarak yetisen lamiaceae familyasina ait kekik benzeri farkl tiirlerdeki zahter adi
altindaki Iran kekigi olarak bilinen bir bitkidir[494], [495]. ZM'nin aromatik ve tibbi
ozelliklere sahip oldugu bildirilmektedir. Bu tiirtin yapraklar1 genellikle gida
islemede aromatik bir baharat olarak kullanilir. Ayrica, geleneksel tipta ZM,
kramplar, kas agrilari, mide bulantisi, hazimsizlik, ishal ve bulasic1 hastaliklar gibi
cesitli hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilmaktadir [53].  Biyomedikal
uygulamalarda jeller, NL'ler, filmler ve doku iskelesi seklinde kullanilirlar. Ciinkii
dogada kolaylikla bulunurlar. Kolay ¢o6zilirler, biyouyumludurlar, toksik
degildirler, antimikrobiyal ve nemlendirici 6zellikler gosterirler, bu nedenlerle

miitkemmel biyolojik ve fiziko-kimyasal 6zelliklere sahiptirler [53], [494]-[514],

Bitkilerden tiiretilen ucucu yaglar, bakteriyel enfeksiyonlarin tistesinden gelmek
icin uzun stiredir kullanilmaktadir. ZM ucucu yagin antimikrobiyal 6zellikleri ve etki
mekanizmasi daha once ayrintih olarak rapor edilmistir [515]-[517]. ZM
antioksidan kimyasal icerik yapisi geregi (Sekil 1. 5) ugucu yaginin antimikrobiyal
aktivitesinin, karvakrol ve timol gibi yiiksek fenolik bilesik icerigine bagli olabilecegi

gosterilmistir [53], [495], [500], [518], [519], [520].
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Sekil 2. 15 Zataria Multiflora antioksidan igerikleri

Su anda, vajinal kremler, oral damlalar, suruplar ve yumusak kapsiiller gibi bazi
farmasotik ZM formlar1 piyasada mevcuttur [53]. ZM'nin farkh farmasotik
formlarinin antimikrobiyal bir ajan olarak bulunmasina ragmen, su ana kadar yara

sargisinda kullamilmamistir [521]-[523].
2.5.6 Polimer Katkis: ilag; Seftriakson disodyum

Seftriakson, bakteri hiicre duvarlarinin peptidoglikan tabakasinin sentezini bozan
ticlincii nesil bir sefalosporin antibiyotiktir. Gram pozitif ve Gram negatif bakterilere
karst etkilidir. Seftriaksonun merkezi sinir sisteminde EAAT2 pompa

ekspresyonunu artirdigi ve glutamaterjik toksisiteyi azalttigi

diistinilmektedir[524].
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Sekil 2. 16 Sefriakson kimyapsal yapisi

Antibakteriyel ajan olarak Seftriakson disodyum tuz, Hemiheptahydrate kullanilir.
Seftriakson, neonatal ensefalopati pentilentetrazol ile uyarilan konviilsiyonlari
azaltmak icin ilaca bagh immin hemolitik anemilerin profilaktik stratejilerini
incelemek icin kullanilir. Seftriakson, bakteri hiicre duvarlarinin peptidoglikan
tabakasinin sentezini bozan Tlglincii nesil bir sefalosporin antibiyotiktir. Gram
pozitif ve gram negatif bakterilere karsi etkilidir. Seftriaksonun, merkezi sinir
sisteminde EAAT2 pompa ekspresyonunu artirdigl ve glutamaterjik toksisiteyi
azaltigy disiiniilmektedir. ilag, duyarli mikroorganizma enfeksiyonlarinin

tedavisinde kullanilan 6nemli hedef proteinlere baglanarak bakterilerde hiicre

duvari sentezini inhibe ederek éldtriici etkiye sahiptir.
2.5.7 Polimer Katkisi: ilag; Klaritromisin (CLA)

Klaritromisin (CAS adi: 6-O-Methylerythromycin; CAS kayit numarasi: 81103-11-9;
Molekiiler formiil: C38H69NO013; Molekiiler agirlik: 747,9); yapisal olarak
eritromisine bagli, aside dayanikli, oral yoldan wuygulanan bir makrolid
antimikrobiyal ilactir [525], [526]. CLA, eritromisine benzer genis bir
antimikrobiyal aktivite spektrumuna sahiptir ve bir dizi Gram-pozitif ve Gram-

negatif organizmayyi, atipik patojenleri ve bazi anaeroblari inhibe eder[527].
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Sekil 2. 17 CLA kimyasal yapisi

CLA, ustin bir farmakokinetik profile sahiptir[528]-[532]. Klaritromisine gore
gelismis farmakokinetik profili ve in vitro antimikrobiyal aktivitesi enfeksiyon
hastaliklarinda tstiin etkinlikte oldugunu ortaya koymaktadir. Bununla birlikte,
CLA, temelde daha az gastrointestinal rahatsizliklara neden olarak daha fazla

tolerans gosterir[532]-[534].

Sonug olarak, gelisiminin bu asamasinda CLA, toplum kaynakli enfeksiyonlarin
tedavisi icin onu diger makrolidlere ve 3-laktam antibiyotiklere faydal bir alternatif
haline getirecek bir klinik profile sahip oldugu goériilmektedir. CLA, in vitro aktivite
spektrumuna sahiptir. S.aureus ve S. epidermidis suslarina kars1 duyarhdir[535].
CLA, Bacillus tirlerine karsi test edilen en gilicli makroliddir ve Listeria
monocytogenes'e karsi daha aktiftir. CLA, Corynebacterium tiirlerine karsi genel
olarak zayif aktivite gosterir, ancak bu bulgunun bir izolat alt popiilasyonu

tarafindan direnci yansittig1 diistiniilmektedir[536].
2.5.8 Polimer Katkisi: ilag; Basitrasin (BAC)

Farmakolojik etkisi duyarli gram-pozitif ve gram-negatif aeroblar/anaeroblarin
sebep oldugu biitiin enfeksiyonlara karsi diren¢ gostermektedir. BAC, derideki
cesitli iltihabi ve mikrobik durumlarin ve yaralanmalarin tedavisinde kullanilan

antibiyotik bir deri pomadidir. Bulasici cilt hastalig1 (impetigo), egzama, kil kokii
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iltihaby, tirnak ¢evresinin iltihabi, ¢iban, apse ve dolama gibi derideki bakterilerin
neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisi ile dis kulak yolu hastaliklari, yaralar ve diger
cilt travmalari, meme basi ¢atlaklar: ve yaniklarin tedavisinde kullanilan bu etken
ilag; bir¢cok gram pozitif bakteriye karsi etkili polipeptit yapisinda bir antibiyotik.
Hiicre duvarinda peptidoglikan katmanin olusumunu etkileyerek etkisini gosterir.

Deri, mukoza ve yaralara tropikal uygulamada kullanilir.

NH,

Sekil 2. 18 Basitrasin zinc kimyasal yapisi

BAC, ilk olarak B. licheniformis'ten izole edilen siklik bir polipeptit
antibiyotiktir.[537]-[544] BAC iceren formiilasyonlar, genellikle diger
antibiyotiklerle kombine edilerek, insanlarda ve hayvanlarda enfeksiyonlarin
topikal tedavisi icin kullanilir[545], [546][547]. BAC aktivitesi c¢inko ile
artirilabilir[548]. BAC, peptidoglikan sentezinde bir lipid tasiyic1 olan C55-izopropil
pirofosfati (IPP) ayirir ve bu sekilde hiicre duvari biyosentezini bozar[545], [547].
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3

MATERYAL VE METOT

Bu tez ¢alismasinda NL iiretimi igin polimer malzemesi olarak Poli (laktik asit) (PLA)
kullanilmistir. Graniil formundaki PLA Nature Works LLC (PLA 4060D) firmasindan

temin edilmistir.

3.1 Polimer Cozeltisinde Kullanilan Coziiciiler

PLA c¢ozeltisi elde etmek icin ¢ok cesitli ¢oziiciiler kullanilmistir ve tim ¢oziiciiler
MERCK firmasindan satin alinmistir. Coziiciilerin adi, kisa adi, formiildi, molar Kiitle,

kaynama noktasi ve yapi bilgileri Tablo 3.1’ de verilmektedir.

Tablo 3. 1 PLA polimer ¢ozeltileri, 6zellikleri ve yapisi

. Kaynama
Coziicii adi Formiil T Noktasi Yapisi
(g/mol) -
(°c)
Kloroform CHL CHCl; 119,38 61,2 é”'
Cl/ \ 'Cl
Cl
C|)I
Diklorometan DCM CH,Cl, 84,93 39,6 (C\
CI* ='H
H
O
Dimetilformamid DMF C;H;NO 73,09 153 (I-.I:
N
H” “NH,
Tetrahidrofuran THF C,Hg0 72,11 66 Z 5

3.2 PLA Katki Malzemeleri

PLA nanoliflerin biyomedikal uygulamalara aktariminda katki malzemelerinin
etkisini belirlemek amaciyla lif iretimi Oncesinde PLA c¢ozeltilere cesitli

katkilamalar yapilmistir. ila¢ katkis1 olarak; seftriakson disodium, BAC, CLA
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kullanilirken, iletkenlik 6zelligi i¢cin GO, antiajan olarak da Se ve ZM katkilar
yapilmistir.

3.2.1 ilag Katki Malzemeler

3.2.1.1 Seftriakson Disodyum
Seftriakson disodyum (C1sHi16Ns Na207S33.5H20, MA = 661.60 g/mol, CAS 104376-

79-6) Merck’'ten alinmistir.. Sefalosporin bir tgiincii nesil antibiyotiktir. Suda ve

aseton, formamide kadar cesitli ¢coziiciilerde ¢c6ziinmektedir [325].
3.21.2 CLA

Klaritromisin (C3sHe9sNO13, MW: 747.95CAS no:81103-11-9Abbott Laboratories,

Illinois, United States). Merck firmasindan alinmis etken bir antibiyotiktir.
3.2.3.1 BAC

Basitrasin (katolog no. B0125, Poole, UK) Merck firmasindan alinmistir. Item N¢
21212; CAS Ne 1405-89-6; Saflik 270% (Bacitracin A,B1,B3 mixture; Molekiiler
formiilii; C66H101N17016S e Zn; Formil agirhig:: 1486.)

3.2.2 GO Sentezinde Kullanilan Malzemeler

GO sentezinin gerceklesmesi icin (Modifiye Hummers yontemi) kullanilan

kimyasallar ve malzemeler;

e grafittozu (3 g, <20 um) (Merck),

e siilfiirik-asit (H2S04) (Merck),

o fosforik asit (H3PO4) (Merck),

e potasyum permenganat (18 g, KMnO4) (Merck).
e Mineral yag1 (Merck).

e hidrojen kloriir (agirlikca% 35 HCI)(Merck)

e Etanol ve 400 g Buz kullanilmustur.

3.2.3 Antiajan/Antioksidan Katki Malzemeleri
3.2.3.1 Se

Se (Mw = 78.96, Sodium selenite CAS-10102-18-8 Santa Cruz) toz formunda Merck

firmasindan alinmis etken bir antiajandir.
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3.23.2 IM

ZM Misir Carsisinda temin edilmistir (Istanbul) ortak Farsc¢a adi "Avishan-e-Shirazi
”(Avishan, kekigin Farsca ad1 ve Shiraz, iran'daki bir sehrin adidir), orta ve giiney
iran, Pakistan ve Afganistan'da yaygin olarak yetisen lamiaceae familyasina ait kekik

benzeri bir bitkidir[494], [495]
3.3 Antimikrobiyal Aktivite Analizinde Kullanilan Malzemeler

Polimerik liflerin antimikrobiyal analizleri aktivitesini belirlemek icin disk ayirma
ve minimal inhibitér konsantrasyon (MIC) yontemi ile gercgeklestirilmistir.
Analizlerde 6 adet (5 adet bakteri ve 1 adet mantar)(Tablo 3.2) mikroorganizma

kullanilmistir.

Tablo 3. 2 Antimikrobiyal aktivite analizi i¢gin kullanilan bakteri ve mantar suslari

Mikroorganizmalar Sus NO

Bacillus cereus ATCC 11778

Gram (+) Listeria Monocytognes ATCC 6633

Bakteri Staphylococcus aureus ATCC 25923

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228

Gram (-) Escherichia coli ATCC 25922
Bakteri Salmonella typhi

Mantar Candida albicans ATCC 14053

3.4 Sitotoksisite Testlerinde Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiirti stireclerinde kullanilan DMEM/F12, Fotal Bovine Serum (FBS),
Tripsin-EDTA (%0,25) soliisyonlar1 ve Tripan Blue (%0,4) Gibco marka olup,
kullanilan diger kimyasalar sirasiyla; penisilin-streptomisin antibiyotik soliisyonu

(GeneMark), 4’6 - diamidino - 2 phenylindole (DAPI), Fluorescein isothiocyanate
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(FITC), XTT ve Phenazine Methosulfate (PMS) ise Santa Cruz Biotechnology

markasindan temin edilmistir.
3.5 PLA ve Katkili PLA Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ilag yiiklii polimer NL eldesi i¢in bu calismada ana polimer olarak PLA kullanilmistir.
Bu calismada PLA tabanli ti¢ farkli polimerik NL eldesi lizerine ¢alisiimistir. Hem
cozelti hazirlanmas1 hem de NL elde edilmesinde yapilan ¢alismalar kodlanarak
ilerlemistir. Bu ¢alismalar ve icerikleri kisaltmalar seklinde Tablo 3.3’te asagida

verilmistir.

Tablo 3. 3 PLA calisma gruplari ve igerik kodlamalari

Calisma grubu

Caligma Katki Malzemeleri

Coziiciiler Igerik
itag Antiajan/Antioksidan Kodlamasi

Grubu

Seftriakson

Disodyum PLA/ilag

— — - PLA
Basitrasin
-— - PLA/BAC
CHL (BAC)
PLA_3
- — — Zataria Multiflora (ZM) PLA/ZM
DMF
Basitrasin
Zataria Multiflora (ZM) PLA/BAC/ZM
(BAC)

PLA ¢ozelti galismalar: Ug¢ farkli ¢alisma grubunda ele alinmistir. Her bir ¢alisma
grubu farkli ¢ozciiler kullanilarak elde edilen PLA ¢ozeltilerini kapsamaktadir.
Cozelti ve c¢ozicu bilgileri Tablo 3.3’de yer almaktadir. PLA polimerinin farkh
konsantrasyon oranlarinda ¢ézelitleri hazirlanmis ve optimum c¢o6zelti ozellikleri
cesitli fiziksel karakterizasyon yontemleri kullanilarak belirlenmistir. Ila¢ ve diger
katki malzemeleri ise belirlenen optimum PLA ¢6zelti konsantrasyon degerlerde

farkli ytlzdelerle c¢ozeltiye eklenmistir. Her bir c¢alisma grubu c¢ozeltilerinin
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hazirlanmasi sonrasinda ¢6zelti karakterizasyonlar1 olarak sirasiyla yogunluk,

viskozite, ylizey gerilimi ve iletkenlik analizleri yapilmistir.
3.6 PLA_1 Calisma Grubu Cozeltisinin Hazirlanmasi

PLA_1 ¢ozeltisi farkl oranlarda ti¢lii ¢6ziicii sistemleri kullanilarak agirlikca % 5, 8
ve 12 PLA polimer konsantrasyonlarinda gerceklestirilmistir. ilk olarak, PLA
pargaciklar1 CHL i¢inde ¢6ziildii ve ardindan ¢ozeltiye DMF ve THF yavasca eklendi.
PLA bu siirecte homojenik dagilim i¢in oda sicakliginda 40 dakika boyunca
karistirildi. Hem PLA hem de CHL miktari sabit tutularak, polimer konsantrasyonlari
¢oziicii oran1 varyasyonlar1 arasinda belirlenmistir. DMF, THF ve CHL'nin ¢oziici
oranlary; agirlikca % 5, 8, 12 icin sirasiyla; 2: 2:1v /v, 1: 1: 1v /v,0,5:0,5:1v /v
olarak degistirilmistir. En son asamada PLA miktarinin %1 oraninca seftriakson
disodium ilaci kontrolli bir sekilde eklenmis ve 2 saat boyunca manyetik
karistiricida karistirilmistir. Bu calisma gurubu icerik olarak, PLA ve PLA/ilag olarak

ilerlemistir.
3.7 PLA_2 Calisma Grubu Cozeltisinin Hazirlanmasi

PLA'nin farkli agirhik ytizdeleri (agirlikca% 3, 5 ve 8) 5 mL DMF ve 15 mL DCM (1: 3
v / v) sollisyonlari i¢cinde ¢6ziildii ve homojen bir soliisyon elde etmek icin 2 saat
boyunca manyetik karistiricida karistirtlmistir. GO nano malzemesi eklenmeden
6nce Hummers metotduyla sentezlenmistir. Daha sonra ¢6zeltiye ayr1 ayri, GO, Se ve
CLA ilave edilmistir. Bu calisma grubu icerik olarak PLA, PLA-G, PLA-G1, PLA-G2,
PLA-G3 kodlamalariyla ilerlemistir.

3.7.1 GO Sentezi

Grafen oksit sentez islemleri ait gorsel akis Sekil de yer alirken sentez islemleri

maddeler halinde asagida aciklanmaktadir.
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Sekil 3.1 GO; a, b, ¢, d, e, f sentez asamalari

a. 1Lbehericerisine 360 ml H2S04 (siilftirik asit) 40 ml H3PO4 (fosforik asit) ve
baligi da ekledikten sonra beher mineral yag dolu kabin igerisine
yerlestirilmistir. Bu kap ile beheri, sicaklig1 55 °C ve hiz1 200 rpm olarak
ayarlanan manyetik karistirici iizerine yerlestirilmistir. Beher icerisine 3 gr
grafit tozu eklenmistir. Grafitten dolay1 karisimin rengi siyaha donmiustiir.
Beher icerisine yavas yavas 18 gr KMnOs4 (Potasyum Permanganat)
eklenerek sentezin tamamlanmasi i¢in 16 saat beklenmistir.

b. GO sentezi gerceklesmistir. Sentez isleminden sonra yikama islemine
gecilmistir.

c. 2 L’lik beher igerisine 400 gr buz, buzun iizerine de sentezlenen Grafen (400

ml) eklendi. Toplam karisim miktar1 800 ml oldu. Beher karistirici lizerine
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alindiktan sonra beher igerisine karisimin rengi koyu yesilden sariya déonene
kadar (4 kez) 3’er ml H202 (Hidrojen Peroksit) eklenmistir. Olusan sar1 renkli
karisim 16 adet 50 m!'lik santrifij tiipiine dokiildiikten sonra 3000 rpm hizda
45 dk santrifiije birakilmistir.

d. Santrifiij bittikten sonra, distile suyla yikama islemi icin tiiplerin tistiinde
kalan siv1 bosaltild1 ve tiiplere 50 ml'ye kadar distile su ilave edilip tekrar
3000 rpm hizda 45 dk santrifiije birakilmistir.

e. Santrifiij bittikten sonra, HCl ile yikama islemi i¢in tiiplerin tistiinde kalan s1vi
bosaltilarak 40 ml’ye kadar HCl ilave edilmistir. Cam ¢ubuk tiip igerisine 2-3
kez batirilip ¢ikarildiktan sonra tiip 3000 rpm hizda, 45 dk santrifiije
birakilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Santrifiij bittikten sonra,
C2HsOH (Etanol)ile yikama islemi icin tiiplerin {stiinde kalan sivi
bosaltilarak 40 ml'ye kadar C2HsOH ilave edilip 6000 rpm hizda 45 dk
santrifiije birakilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmistir. Yikama islemi
tamamlanan karisim kurutma islemi baslayana kadar C:HsOH icerisinde
saklanmistir.

f. Elde edilen GO tozlar1 TEM’de analiz edilerek sheet yapisi goriintiilenmistir.
3.8 PLA_3 Calisma Grubu Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Ilk iki calismada kullanilan %8 optimum degeri bu ¢ozelti ¢calisma iceriginde tek
basina kullanilmistir. PLA polimeri agirlik¢a %8 oraninda sirasiyla 10 mL CHL, 5 mL
DMF, 5 mL THF (2:1:1) ¢o6zictleri kullanilarak ¢oéziilmiis, hazirlanan ¢ozeltiye
sirasiyla BAC ve ZM esansiyel yagi eklenerek 2 saat boyunca manyetik karistiricida
oda sicakliginda karistirllmistir. Bu c¢alisma grubu PLA, PLA/BAC, PLA/ZM,
PLA/BAC/ZM kodlamalayila igerik olarak ilerlemistir.

3.8.1 Esansiyel yag ekstrasyonu

ZM bitkisi(iran kekigi, Pakistan) 10’ ar gramlk kartuslar hazirlanarak metanol
¢Ozliciisii icerisinde soxhlet aparati ile ekstrakte edildi. Elde edilen ekstraktlarin
cozuclleri rotary evaporatorde (Hei-VAP Advantage, Heidolph, GER) ultrasafe su ile

buharlastirildi. Hazirlanan ekstraktlar kullanilana kadar +4 °C’ de sakland.
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Sekil 3. 2 a. deneysel calismada kullanilan ZM yapraklari, b. esktrasyon edilmis ZM
esansiyel yagi

ZM bitkinin 6zii i¢in hazirlanan ekstratlar 100 ml’lik ultrasaf su igerisinde tekrar
¢oziilmiis ve iki kisma ayrilmistir. Birinci kisim (25 ml) elektro egirme isleminde
kullanilmak tizere PLA_3 ¢6zeltiye bahsedilen oranlarda katilarak polimerik ¢ozelti
sorasi NL uygulamasinda kullanilmistir. Daha sonrasinda tretilen NL’lerin
karakterizasyonlar1 ve antioksidan o6zelliklerin belirlenmesinde fayda saglamistir.
Geri kalan kisim (75 ml) ise fenolik bilesiklerin tayini amaciyla se¢imli ekstraksiyon
islemine tabi tutulmustur. Elde edilen organik faz alinip HPLC konsantrasyonunu
ayarlamak i¢in tekrar rotary evaporatérde buharlastirma islemi gergeklestirilmistir.
HPLC mobil faz ¢o6ziicii sistemine uygun olan bir ¢oziici (ultrasafe su) ile
konsantrasyon ayarlamasi yapilan c¢ozeltiler, son olarak 0,45 p'luk filtreden

gecirilerek partikiillerinden ayristirilmistir
3.9 Polimerik Nano Liflerin (PNL) Elektro Egirmesi

Elektro egirme islemleri farkl igne ucu capi, uygulama voltaji ve akis hizlarinda
gerceklestirilmistir. Toplayici plaka tizerine aliiminyum folyo kullanismis, polimer
cozeltisinin yiiklendigi siringanin igne ucu ile toplayic1 arasindaki mesafe 15 cm
olarak sabit tutulmustur. Elektro egirme sistemi sematik gortiintiisi Sekil 3.3'de yer
almaktadir. igne ucu 0.63 mm ¢apina sahip igneler kullanilarak ve farkh uygulama

voltaji degerlerinde fiber tretimleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 3. 3 Laboratuvar ortaminda kullanilan elektro egirme cihazi

Tablo 3. 4 PNL elektro egirme islem detaylari

Polimer | konsantrasyon Voltaj AKis hiza Mesafe
cozeltisi % kv mL/sa cm
PLA_1 5-8-12 10-15 0,2-0,5
PLA_2 3-5-8 25 1 15
PLA_3 8 25 1,0-1,5

3.10 PLA_1 Calisma Grubu NL Elektro Egirme islemleri

PNL icin uygulanan elektro egirme proses calismalari, farkh voltaj ve debilerde
gerceklestirilmistir. PLA_1 NL'lerin iretimi icin voltajlar 10-15 kV arasinda
degistirilirken, akis hizlar1 0,5-1 mL / saat arasinda degistirilmistir. Tiim lifler
aliminyum folyo iizerinde toplanmis, igne ucu-kollektor mesafesi 15 cm olarak
korunmustur. Tim PNL’ler, testlerden ve karakterizasyondan once solvent

tortusunu ¢ikarmak i¢in bir gece boyunca ¢eker ocak altinda kurutulmustur.
3.11 PLA_2 Calisma Grubu NL Elektro Egirme islemleri

Bu calisma grubunda NL tretimi icin elektro egirme islemi siireci ¢alismalary;
agirlikca % 8 olarak hazirlanan ¢ozelti siispansiyon edilmis, paslanmaz gelik bir igne

ile 10 mL'lik plastik siringaya ¢ekilmistir; PLA, PLA-G, PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3
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cozeltileri kullanildi. Elektro egirme isleminin parametreleri voltaj 25 kV, mesafe 15
cm ve besleme hi1z1 4000 pL / saat olacak sekilde ayarlanmistir. 37 ° C'de yaklasik %

50 nem ve diger elektro egirme islem parametreleri tiim durumlar i¢in ortaktir.
3.12 PLA_3 Calisma Grubu NL Elektro Egirme islemleri

PLA_3 calisma gurubu NL tiretimi i¢in elektro egirme kosullar1 diger PLA_2 islemleri
ile ayni1 diizlemde gerceklestirilmistir. PLA_3 ¢alisma grubu ¢o6zeltileri agirlik¢a % 8
olarak 20 mL’lik beher i¢inde hazirlanmis, paslanmaz c¢elik bir igne ile 10 mL'lik
plastik siringaya cekilmistir. Geri kalan 10 mL’lik ¢ozelti ¢ozelti karakterizasyonlari
icin kullanilmistir. Elektro egirme isleminin parametreleri voltaj 25 kV, mesafe 15
cm olarak sabitlenmistir. Kollektor tizerinde yagh kagit kullanilarak elde edilen ano
liflerin kolayca yagh kagittan ¢ikarilmasi hizlanmistir. Akis hiz1 1,0-1,5 arasinda
degistirilmistir.
3.13 Polimer Cozeltilerin Karakterizasyonu

Elektro egirme yonteminde lif olusumunun morfolojisinde ¢dzeltilerin sahip oldugu
viskozite, ylizey gerilimi ve elektrik iletkenligi kritik 6neme sahiptir. Her bir ¢6zelti
20 mL beherlerde hazirlanarak, 10 mL’lik beher icindeki ¢6zelti, c¢cozelti

karakterizasyonlari i¢in kullanima hazir hale gelmistir.

3.13.1 Viskozite Tayini

PLA_1, PLA_2 ve PLA_3 c¢ozelti viskoziteleri (DV-E, Brookfield AMETEK, ABD),
kullanilarak él¢iilmiistiir. Tiim 6l¢timler 5 -30 hiz (RPM) degeri araliklarinda ortam
sicakliginda (25 ° C) dort kez tekrarlanmistir. Tiim ekipman pargalari, dlglimlerden

once kalibre edilmistir.
3.13.2 Yiizey Gerilimi Tayini

PLA_1, PLA_2 ve PLA_3 c¢ozelti ylizey gerilimleri DuNoge (Zuidema-W.) metodu
kullanarak Sigma (Force Tensiometers, SIGMA 702) cihazi ile yapilmistir. Her biri
10 ml olan ¢6zeltiler beher camlarina dokiilerek dl¢ciim icin hazirlanmistir. Yiizey
gerilimi tayini plakaya uygulanan kuvvet hesabiyla él¢iilmektedir. Olciimler oda

sicakhigida (25 ° C) gerceklesmistir.
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3.13.3 Elektrik iletkenligi

PLA_1, PLA_ 2 ve PLA_3 ¢ozelti elektriksel iletkenlik Cond 3110 SET 1, WTW,
(Almanya) cihazi kullanilarak él¢iilmiistiir. Olgiim standartlar1 geregi polimerik
cozeltilerde kullanilacak polimer kontrol grubu olarak 23°C’de 0,010 mol/L, 0,040
mol/L ve 0,100 mol/L o6l¢giimiinde potasyum Kkloriir ¢ozeltilerinin iletkenlikleri
sirasiyla 1359 uS/cm, 5234 pS/cm ve 12,39 mS/cm olacak sekilde kalibre edilmistir.
Hem iletkenlik 6l¢ctim probu hem de termometre probu ¢ozelti icerisine daldirilarak

elektrik iletkenlik degerleri mS/cm cinsinden kaydedilmistir.
3.14 Polimerik Nano Liflerin (PNL) Karakterizasyonu

Polimerik ¢ozeltisi hazirlanmis ve karakterize edilmis PLA_1, PLA_2 ve PLA_3
cozeltileri elektro egirme isleminden gectikten sonra (tretilen liflerin
karekterizasyon islemine gecilmistir. Burada yapilan karekterizasyon tipleri; lif
morfolojik yapisinin belirlenmesi, karbon yapilarinin tespiti i¢cin FTIR, XRD, Raman
spektroskopisi analizi. Ila¢ salim Kkinetiginin izlenmesi, kullanilan antioksidan
esansiyel yaglarin karvakrol ve timol bilesikleri icin HPLC ve GC-MS tayini ve son

olarak mikroorganizma testleriyle hiicre testlerinin analizleri yapilmistir
3.14.1 Lif Morfolojisi (SEM)

PLA_1, PLA 2 ve PLA_3 i¢in elektro egirmede gerceklesen tim PNL numuneleri icin
Taramali elektron mikroskobu (SEM, Zeiss EVO LS10) kullanilmistir. NL numuneleri

EDX (Bruker 123 eV Quantax Microanalysis System) cihazi ile elementel analizi

yapilmistir. Fiber ¢ap1 belirlemek amaciyla goriinti yazilimi (Image]) kullanilmistir.
Ortalama nano fiber ¢apini belirlemek icin her bir 6rnek i¢cin 200 6l¢iim yapilmistir.
3.14.2  Fourier doniisiimlii kizil6tesi 151n spektrometresi (FT-IR) analizi

PLA_2 ¢alisma igeriginde bulunan GO i¢in, Fourier Kizilotesi Spektroskopisi FT-IR
(Perkin Elmer Spectrum 400, ATR) cihaz ile 900-3700 cm-1 araliginda 4 ile 32

tarama ortalamasi alinarak analizi yapilmistur.
3.14.3 XRD analizi

P2 c¢alismas1 iceriginde sentezlenen Grafen oksit kristal yapisi Cu Ka

radyasyonlarina (A=1.54060 A, 45 kV ve 40 mA) sahip tarama hiz1 1°/dakikada 3°
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ile 20° aras1 olan XRD (X-ray diffraction analysis; X’ Pert PRO PANalytical

equipment) ile karakterize edilmistir.
3.14.4 Raman Spektroskopisi

Raman spektroskopik islemleri Renishaw InVia sistemi ile yapilmistir. PLA_2
calismasi icin elde edilen GO yapisi igerisindeki fonksiyonel gruplarin tespiti ve FT-
IR/XRD sonu¢ bulgulariyla karsilastirma yapmak icin bu analiz yapilmistir. Bu
analizde Grafit yapidan GO yapiya gegisteki diizenli diizensiz yapilari incelemek icin
Raman spektroskopi analizi, numuneler pelet haline getirildikten sonra
molekillerin GO tlizerindeki titresimleri 1000-2000 cm-! tarama araliklarinda 785
nm objektif lens ve >300 mW lazer giiciinde i-Raman Plus cihazinda
gerceklestirilmistir. Sentezlenen GO’nun literatiirde var olan karakteristik 1sil
ozellikleri ile kiyaslamak i¢in Shimadzu TGA-50 marka cihazda, 10 °C/dk’lik sicaklik
artis hizinda, 100 mL/dk azot ¢ikis hizinda ve 0-800 oC sicaklik araliginda

Termogravimetrik (TG) analizi yapilmistur.
3.14.5 Yiiksek performansh sivi kromatografisi (HPLC) analizi

P3 c¢alisma igeriginde bulunan ZM esansiyel yag icin iki faz arasindaki kiitle
transferini iceren ayirma teknigi olarak adlandirilmaktadir. RP-HPLC-UV analizleri
UV-Vis dedektor ile donanimli Thermo Finnigan Surveyor HPLC(Perkin Elmer
Spectrum) cihazi ile yapilmistir. Analizler ters faz C18 kolonu (150 mm x 4,6 mm,
5u; Fortis) kullanarak ve asetonitril, su ve asetik asitle gradient program
uygulanarak gerceklestirilmistir. Ayrica numune ve standartlarin enjeksiyon hacmi
10 pL’ ye, mobil faz akis hiz1 1,2 mL/dk’ ya ve kolon sicakligi 30 °C’ ye ayarlanarak

calisma optimizasyonu saglanmistir.
3.14.6  Gaz Kromatografisi ve Kiitle Tarayicis1 (GC-MS) analizi

P3 c¢alisma igeriginde bulunan ZM esansiyel yaginin fenol bilesenlerindeki
antioksidan kiitlesel iceriklerinin belirlenmesi amaciyla Gaz Kromatografisi Kiitle
Tarayici (GC-MS) cihazi kullanilmistir. Analizler YL Instruments 6100 GC marka gaz
kromatografisi(Perkin Elmer Spectrum) cihazinda gergeklestirilmistir. Tasiyici gaz,
akis hizi 1 mL dk? olan helyumdur. Gaz kromatografisi cihazi alev iyonizasyon
dedektori (FID) ve 60 m x 0.32 mm x 0.25 um ZB-FFAP kolonu icermektedir. Kolon
sicaklik programi 40°C ile baslayip, 15°C/dk hizla 180°C’ye, ardindan 7°C/dk hizla
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240°C’ye cikmaktadir. Enjektor sicakligit 240°C olup, akis hiz1i 2 ml/dk olarak
ayarlanmistir. Dedektor sicakligl 280°C’de tutulmustur. Tasiyici gaz olarak hidrojen
gaz1 kullanilmistir. Metil heptadekonat (C17:0) i¢ standart olarak kullanilmis ve
ornekler metil heptadekonat ve n-heptan ile karistirilarak gaz kromatografisi i¢in

hazir hale getirilmistir.
3.15 PNL icin In vitro Calismalar

3.15.1 Salim Kinetigi Testleri

Salim kinetigi ¢alismasinda iki ayr1 deneysel ¢alisma analizi gergeklestirilmistir.
Birinci ¢alisma labratuvar ortaminda ¢alkalamali su banyosu tizerinde bilindik bir
salim modeli olarak belirlenmistir. Ikinci ¢alisma Franz diflizyon analizi ile salim
kinetigine matematiksel modelleme getirilerek etken madde miktar1 tayini ve

stabilitesi ¢calismalar1 yapilmistir.
3.15.1.1 PLA_2 Calisma Grubu Salim Kinetigi

Salim ortami igin oncelikle fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) (pH 7.2) 10 kat
seyreltilerek hazirlanmistir. 2,6807gram (0.01 mol) NazHPO4.7H20 450 mL ultra saf
suda ¢oziinmustir. Hazirlanan her iki ¢ozelti karistirilmis ve tlzerine 8,766gram
(0,15 mol) NaCl eklenip karistirilmistir. Elde edilen ¢6zeltinin pH’1 1M NaOH veya
1M HCl yardimiyla 7.2'ye ayarlanmistir. Toplam hacim 1 litre olacak sekilde ultra saf
sui le tamamlanmistir. Her bir 6rnek icin 10 mg PNL'ye 1mL PBS ilave edilmis ve bu
cozelti 37°C’de 100 rpm’de calkalamali su banyosunda bekletilmistir. Belirlenen
saatlerde (Sekil 3.4) PNL ¢ozeltisi 25 dakika 1460 rpm’de santrifiij edilmis ve
sipernatant1 ayrilmistir. Cokeltiye 1mL taze PBS eklenerek tekrar 37°C’de 100
rpm’de ¢alkalamali su banyosunda beklemeye birakilmistir. Bu islemler belirlenen
her saatte tekrarlanmistir alinan stlipernatantlar UV / Vis Spektrometresinde
(Lambda 35; PerkinElmer, Almanya) analiz edilmistir. Bu kapsamda 280 nm’de
uyarilan o6rneklerin 335,05 nm’deki emisyon pikinin siddet degerleri
kaydedilmistir. Kalibrasyon egrisi kullanilarak salinan peptid miktarlar1 kiimiilatif
deger olarak hesaplanmistir. Bu dogrultuda ilag ve katki malzemesi i¢in kalibrasyon

egrisi olusturulmustur.
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Sekil 3. 4 PNL salim kinetigi testi isleyisi; a. 24 saat boyunca salim ortamy, b. 14.
giin sonunda salim ortami

PLA_2 c¢alismasindaki CLA etken maddesinin icinde oldugu NL’lerin salim

profillerinin belirlenebilmesi i¢in farkl iki yol izlenmistir.

Sekil 3.1’de salim kinetigi testleri tek NL numunesi tizerinden yapilmistir. 20 mL'lik
beherlerin i¢ine koyulan numuneler 50 devir/dk. hizla hareket eden 37 °C’deki bir
calkalamali su banyosuna yerlestirilmistir. Belirlenmis 9 zaman dilimlerinde (1., 2.,
3.,4.,5, 6., 7., 8., 24. saatleri) ortamdan 1 mL’lik salim yapilmis PBS alip yerine 1

mL’lik yeni PBS eklenmistir. Bu durum 2 hafta olarak bu durum tekrarlanmistir.
3.15.1.2 PLA_3 ¢calisma Grubu Salim Kinetigi: Franz Difiizyon Hiicresi

Genel olarak, ila¢ iceren polimerik matrislerden ¢6ziinen maddenin tasinmasi
islemi, etken maddenin difiizyon olarak yani, polimerik malzemenin matris
yapisinin sismesi ve erezyona ugramasl malzemenin biyozonur olup olmamsiyla
gerceklesmektedir [549]. Spesifik olarak, Fick'in difiizyon yasasi, polimerik
matrislerden ¢oziinen maddenin tasinmasinin tanimlanmasi icin temel saglar.
Fickian difiizyon olayinda polimerin gevseme zamani (burada ¢6ziinen tasima
islemi belirtir ¢ ) karakteristik solvent dagilimi stiresi (¢ok daha buyitikttr ta ) Tr =

ta kavramlariyla tanimlanir. Matematiksel modellemenin amaci, karmasik salim
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slirecini basitlestirmek ve belirli bir malzeme sisteminin salim mekanizmalari
hakkinda fikir sahibi olmaktir. Bu nedenle, matematiksel bir model esas olarak bir
veya iki baskin itici giice odaklanir. Ila¢ salimiminin amaci, hem dogal olarak
tiretilmis hem de sentetik olarak tiiretilmis makromolekiiller lizerinde biyo-
etkinligi en Ust seviyeye cikarmak, klinik uygulanabilirligi kolaylastirmak ve yasam

kalitesini iyilestirmeyi hedeflemektedir.
¢ Biyobozunmayan Polimerik Matris Salim Kinetigi

Bozunmayan polimerler, peroral dozaj formlarinin, transdermal filmlerin ve
implant cihazlarinin imalatinda yaygin olarak kullanilmaktadir[550]. Bu polimerler
arasinda politiretanlar, silikon kaucuk, poli (etilen vinil asetat) bulunur. Ilag
verilmesinde kullanilan bozunmayan polimerler, doku / kan uyumluluguy,
dayaniklilik, saglam yapi ve in vivo uygulama sirasinda mekanik mukavemet ile
karakterize edilir. Ortopedik ve dental implantlar gibi uzun siireli kullanim
malzemeleri, bozulma veya erozyon siireclerini énlemek ic¢in su itici yiizeylere
sahiptir [551]. Biyobozunmayan polimerik sistemlerden ¢6ziinen madde tasinmasi
esas olarak difiizyon odakl olarak kabul edilir. Bozunmayan polimerler, "rezervuar”
ve "matris"” tipi cihazlara gerceklesir [552]. Tanimi geregi, rezervuar tipi cihazlar,
hiz kontrol membrani olarak islev goren bir inert kaplama malzemesine sahip
olanlar ifade eder. Salim hizi nispeten sabit kalir ve konsantrasyon gradyanindan
etkilenmez, ancak biiytik olasilikla polimerik membranin kalinlig1 ve gecirgenligi ile
ilgilidir. Matriks tipi cihazlarin aksine, ila¢ saliminin, konsantrasyon gradyani,
difiizyon mesafesi ve sisme derecesi ile iliskili olan Fickian diflizyon odakli olma
olasilig1 daha yiiksektir [553][554].

e Biyobozunan Polimerik Matris Salim Kinetigi

Biyolojik olarak parcalanabilen polimerler, hasta uyumlulugunu 6nemli o6lciide
artirabilen ve genisletilmis dozlama ve hedefleme yoluyla yan etkileri azaltabilen
kontrollii uygulama sistemlerinin gelistirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir
[555]. Hormonlar, antitiimor ilaglar ve antibiyotikler dahil olmak tzere, biyolojik
olarak parcalanabilir salim sistemlerine dayali birka¢ farmasoétik trin FDA
tarafindan onaylanmistir [556]. Genel olarak, biyolojik olarak pargalanabilen
polimerler, hidrolize veya enzimatik bozunmaya egilimli; ester, amid ve anhidrit

baglar gibi kararsiz baglar icerir [557]. Yiizey bozulmasi ve toplu bozulmalar, iki
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tipik bozunma modudur. Yiizey bozucu bir polimerde, bozulma, cihazin dis
ylzeyiyle sinirlidir [558][559]. Bununla birlikte, yi18insal bozunan bir polimerde
degradasyon, malzeme boyunca homojen olarak meydana gelir [559]. Su, hidroliz
sirasinda 6nemli bir faktordiir ve bu nedenle cihaza su girmesi, ayrisma kinetiginin
yani sira salim kinetiginin incelenmesi icin 6nemli bir 6neme sahiptir. Yar kristalli
polimerlerin bozunmas: iki asamada gerceklesir; ilk asama, ester baglar1 gibi
kararsiz baglarin rastgele hidrolitik kesilmesi ile amorf bolgelere su infiizyonundan
olusur. Ikinci asama, amorf bélgelerin ¢cogu bozuldugunda baslar [560]. Bozunma,
polimer zincirinin kesilmesiyle sonu¢landigindan, polimerin ortalama molekiiler
agirhgindaki degisiklik, zaman igcinde bozunma siirecini 6l¢mek icin kullanilabilir.
Jel gecirgenlik kromatografisi (GPC) kullanilarak, bozunma islemi genellikle
bozulmus malzemenin ortalama molekiler agirliginin zamana gore grafigini ¢izerek
karakterize edilir. Asagidaki iki denklem, bozulma kinetigini tanimlamak i¢in yaygin

olarak kullanilmaktadir:
Zero — order: Mw; = MwyKgegrt (3.1)
First order: Mw; = Mwyexp (—Kgegrt) (3.2)

Burada, Mw: ve Mwy, t ve sifir aninda ortalama polimer molekiil agirhgidir. Kqegr,

polimerin goriiniir bozunma hiz sabitini belirtir.

Polimer bozunmasi, Siepmann ve Gopferich tarafindan polimer zincirlerinin
oligmerlere ve monomerlere boéliindiigi zincir kesme islemi olarak tanimlanirken,
biyolojik erozyon, biyolojik bir sistemle temas halinde olan kiitleden veya yiizeyden
materyal kaybini ifade eder [561]. Bu tanimlar sayesinde, iki kavram birbirini

dislamaz, birbiriyle iligkilidir.

Biyobozunur olarak kullanilan polyester olan PLA polimeri ester baglan ile
karakterize edilen bir polimer sinifidir. PLA, partikiilat ila¢ dagitim sistemleri
gelistirmede en sik kullanilan biyolojik olarak pargalanabilen polimerlerden
biridir[562]. PLA, iki farkli monomerin halka a¢gma kopolimerizasyonu ile
sentezlenir [563]. PLA'nin hidrofobik yapis1 nedeniyle, ¢ekirdek-kabuk yapilarina
sahip PLA nano- / mikropartikiilleri, cesitli emiilsifikasyon stiregleri ile hazirlanir ve
hidrofobik ilaclar, partikiillerin hidrofilik ¢ekirdeginde kapstillenebilir [564],
hidrofobik ilaglar ise hidrofobik icinde dagilma egilimindedir [565]. PLA partikiil
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dagitim sistemleri i¢in tipik salim profili, baslangi¢ patlama fazidir ve bunu hemen
hemen sifira yakin bir sira faz izler [566]. PLA ve PLGA gibi biyolojik olarak
pargalanabilen polyesterler kullanilarak implantlar veya mikropartikiiller seklinde

cesitli kas i¢i veya deri alt1 kontrollii uygulama sistemleri gelistirilmistir [567].

Dermal absorpsiyonu 6l¢mek icin en yaygin in vitro teknik, etken maddesinin uygun
bir formiilasyonda bir deri numunesinin ylizeyine uygulanmasidir [568]. NL'ler i¢in
cogunlukla kullanilan dissoliisyon test yontemleri [569], [570] Franz Diflizyon
cihaziyla yapilmistir. BAC etken maddesine sahip NL numuneleri Franz difiizyon
hiicrelerinin bulundugu membranlarin iizerine konulmustur. Membran Franz
cihazinin orta kisminda bulunmaktadir. NL numuneleri membranin iizerine
yerlestirilmistir. Hiicrelerin alt kismina ortam (2,5 mL), list kismina ise gegisi
incelenecek numune (1,5 mL) eklenmistir. Ortam sicakligi 372C’de sabit tutulup,
sabit hizda karistirma ile deney gerceklestirilmistir. 15. ve 30. dakikalarda, 1’inci,
2’nci, 4'linct, 6'nc1, 8'nci, 24’linci, saatlerde alt kisimdan 2,5 mL 6rnek alinmis ve
yerine 379C’ye getirilmis taze ortam ilave edilerek deney stirdiiriilmiistiir. Alinan

orneklerdeki etkin madde miktarlar1t HPLC ile tayin edilmistir. Hiicrelerden gecen %
kiimiilatif etkin madde miktarlar1 zamana kars grafige gecirilerek, 24 saat sonunda

% kiimiilatif gecen miktarlar hesaplanmistir. NL icin kiimiilatif kiitle kayiplari

Python programiyla istatiksel olarak analiz edilmistir.
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Sekil 3. 5 Franz diflizyon; a. ¢alisma modeli, b. BAC salim kinetigi modellemesi

3.16 PNL icin In vitro Antimikrobiyal Testleri

Agar Disk Diflizyon Assay yontemi kullanilarak Antimikrobiyal testler
gerceklestirilmistir. Gram-pozitif; Bacillus cereus (ATCC 11778) ve Listeria
Monocytogenes (ATCC 6633), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 12228), Gram negatif; Escherichia coli ve Salmonella typhi
bakterilerle test edilmistir. Biyomalzemeler UV altinda 2 saat steril edildikten sonra
steril bir pens yardimiyla bakteri ekimi yapilmis agar yiizeyine yerlestirilmistir. Bu
islem yapilirken, olusacak zonlarin birbiri lizerine gelmemesi i¢in diskler arasinda
22 mm, petri kenarindan ise 14 mm uzaklik olmasina dikkat edilmelidir. Daha sonra
besiyerleri 18-24 saat siireyle 37°C'de inkiibe edilir ve olusan inhibisyon zonlari
kumpas yardimiyla ol¢iilmiistiir. Her bir PNL'nin <3 defa 6l¢iimii alinip ortama

degeri zon biiylimesi olarak ifade edilmistir.
3.17 PNL ic¢in In vitro Sitotoksisite Testleri

3.17.1 Dogrudan temas

PNL numuneleri yagh kagittan ayrilarak 2x2 boyutunda mikroplakalara
yerlestirilmistir. Ardindan 500 uL ortam icinde 3 x 104 konsantrasyonlu L929
hiicreleri, 48 cukurlu diiz tabanli mikroplakalarin her g¢ukuruna ekilip hiicre

baglanmasi icin 37 ° C'de 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatlik inkiibasyon
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stiresinden sonra, kiiltiir ortaminin tiim hacmi aspire edilerek devaminda 0,5 mg /
mL konsantrasyona sahip 5-karboksanilid (XTT) (7.5 mg / mL fenazin metostilfat)
ile 2,3-bis- (2-metoksi-4-nitro-5-stlfofenil) -2H-tetrazolium- iceren 500 uL taze
ortam degistirilmistir. Hiicreler 4 saat 37 ° C'de inkiibe edilmistir, Hiicre kulturu
ortam1 negatif kontrol olarak kullanilmistir. Optik yogunluk 450 nm'de o6lgiilerek

hiicre canlilig1 ytizdesi hesaplanmistir.
3.17.2 Dolayh Temas

PNL numuneler, 24 saat boyunca hiicre kiltiiri ortaminda tutularak farkh
hacimlerde ortamin (25 uL, 50 uL, 75 uL, 100 uL) hticre canlilig1 tizerindeki etkisi 96
kuyucuklu mikroplakalara tohumlanan L929 hiicreleri tizerinde test edilmistir. 24
saatlik inkiibasyon siiresinden sonra standart XTT testi yapilip hiicre canliligl

yuzdesel olarak hesaplanmis ve goriintiillenmistir
3.17.3 Hiicre yapismasi

PNL numuneleri kuyucuklara yerlestirilmistir, Ardindan 1 mL ortamda 5 x 104
konsantrasyona sahip L929 hiicreleri 24 kuyucuklu diiz tabanl mikroplakalarin her
kuyucuguna ekilerek hiicre eklenmesi icin 24 saat 37 ° C'de inkiibe edilmistir. 24
saatlik inkiibasyon siiresinden sonra, numuneler iizerindeki hiicre yapismasi

mikroskopla gozlemlenmistir.
3.17.4 Invitro Yara lyilestirme Testi (Scratch assay)

500 uL ortamda 3 x 10# konsantrasyona sahip L929 hiicreleri 48 oyuklu diiz tabanh
mikroplakada tohumlanmistir. Bu tohumlar 37 ° C'de 24 saat inkiibe edilmistir.
Hiicreler, plakanin tabaninin yiizeyinde birlestikten sonra, oyuklar lizerinde "arti-
sekilli" cizikler olusturulmus ve ardindan her bir oyuga numuneler eklenmistir.
Daha sonra gizikler kapanana kadar belirli araliklarla (3 saat, 6 saat, 12 saat ve 24
saat) hiicrelerden resimler ¢cekilmistir. Orneklerin hiicre gécii izerindeki etkisi, yara

kapanma siiresine gore gorsel olarak degerlendirilmistir.
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4

BULGULAR VE TARTISMA

PLA tabanli polimer c¢ozeltilerine yapilan katkili PLA polimerik ¢6zeltilerin farkh
konsantrasyonlardaki vizkozite, yiizey gerilimi, yogunluk ve iletkenlik analizleri
PLA_1, PLA_2 ve PLA_3 basliklar1 altinda ele alinmistir. Elde edilen sonuglar her bir
calisma bashiginda detayl olarak tartisiilmistir.

PLA tabanli polimer NL i¢in yapilan karakterizasyonlar her bir ¢calisma igeriginde
farklilik gostermistir. Genel anlamda yapilan ¢alismalar; morfolojik bulgular, salim
kinetigi, antimikrobiyal analizler ve sitotoksisite test bulgularidir. PLA_1, PLA_2 ve
PLA_3 ¢alisma gruplari i¢in yapilan karakterizasyonlar ayr1 bagliklar halinde detayl

olarak aciklanmistir.
4.1 PLA_1 Calisma Grubu Bulgular ve Tartismalar

PLA_ 1 c¢alisma grubu, CHL DMF ve THF c¢ozicilerinin kullanilarak farkh
konsantrasyonlarda PLA ve ila¢ katkilamasinin c¢ozelti 6zelliklerini ve elektro

egirme yontemiyle NL tiretim ¢alismalarini kapsamaktadir.
4.1.1 PLA_1 Cozelti Karakterizasyon Bulgulari

PLA_1 ¢alisma grubunda PLA ¢o6zeltileri % (5-8-12) konsantrasyonda hazirlanirken,
%8 ve 12 konsnatrasyonlu PLA cozelitlerine %1 ila¢ (seftriakson disodium)
katkilamas1 yapilmistir. Her bir yiizde degeri icin elde edilen vizkozite, yiizey

gerilimi, yogunluk ve iletkenlik degerleri Tablo 4.1’de verilmektedir.
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Tablo 4. 1 Farkli konsantrasyondaki PLA_1 calisma grubuna ait ¢6zeltisi
karakterizasyonlari

Polimer Vizkosite Yizey Yogunluk lletkenlik

konsantrasyonu (% (mPa-s) gerilimi (g/mL) (uS/cm)

wt/v) (mN-m1)

94,4 + 6,90

30,06 + 2,21

8 1037+850 3024+218 1192 270

12 1145860 3127+125 2,45 274

PLA/ 5 93904681 3013+121 1231 452

SCLE S 5 10391858 3026+213 1,233 5,83
disodyum

12 2035+667 3625+311 1251 6,02

4.1.2 PLA_1 Calisma Grubu NL Karakterizasyon Bulgulari

PLA, PLA/Seftriaskon disodium NL karakterizasyonlar1 morfolojik olarak SEM ve

antibakteriyel calisma basliklarini icermektedir.
4.1.2.1 SEM morfolojisi

%5, %8, %12 agirlikca PLA ve PLA/seftriakson c¢ozeltileri farkh akis hizi ve voltaj,
ile NL ortalama degerleri tablo’da yer almistir. Voltaj degerleri 10-15 kV iken akis
hiz1 0,5-1 mL/s olarak degistirilmistir
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Tablo 4. 2 Akis hiz1 ve voltaj degisimine bagh olarak elde edilen ortalama lif
boyutu

PLA_1 NL % Uygulanan Akis hi1zi Ortalama lif

wt/v voltaj (mL/s) boyutu (nm)

:4%

303,01 +69,74

8 10 0,5 405,24 + 125,57

12 10 0,5 589,38 + 167,32

PLA/ 5 10 0,5 290,34 + 83,20
Seftriakson

8 10 0,5 375,57 + 78,37

disodyum
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e Mean (nm) : 303.01
Std. Dev. : 69.74
N:400
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Sekil 4. 1 PLA_1 NL’lerin PLA lif boyular1 ve histogramlari a. %5, b. %8, ¢. %12
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Tablo 4. 3 PLA degisken konsantrasyonlari, voltajlari, akis hizlari ve lif ortalama
boyutlar

PLA polimer PLA lif ortalama
Voltaj Akis hizi
konsantrasyonu boyu

1% (mL/s) (nm)

303,30 + 71,88

1 341,70 £ 75,29
0,5 274,30 £ 54,63
1 324,10 + 80,28
0,5 407,10 £ 93,25
1 419,80 £ 139,40
0,5 403,50 + 146,60
1 411,10 £ 103,10
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4.1.2.2  Invitro Antibakteriyel Bulgular

Agar disk difiizyon yontemi ile yapilan bu yontem, Sekil 4.4’da kontrol grubu, PLA

coziiciileri, PLA ve PLA icerisine yiiklenmis ilagla beraber dort gruba ayrilmistir. Bu

dort gruba ayri ayr1 dort bakteri lizerinde gézlemleme yapilmistir.
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Escherichia coli Bacillus cereus Listeria ytogene \Y lla typhimurium
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Gram + : B. cereus (RSKK 9637 ATCC 11778),
L. monocytogenes (ATCC 13932)

Sekil 4. 4 PLA ¢ozeltisinin Antibakteriyel analizi. Agar disk diflizyon yontemi

4.1.3 PLA_1 Calisma Grubu Tartismalari

NL ¢apinin, homojenligi ve devamliligi, basarili bir ila¢ salim sistemi elde etmek icin
gerekli olan 6nemli faktorlerden bazilaridir. Bu hedeflere ulasmak i¢in, polimer tipi
ve ¢0ziicl sistemlerine gore elektro egirme kosullarinin belirlenmesi gereklidir [61],

[67], [142], [179], [571][126], [309], [572][572], [573].

Cozelti parametrelerinin lif olusumu iuzerindeki etkisini anlamak i¢cin PLA_1
cozeltileri sirasiyla 10 kV ve 0,5 mL / s (voltaj ve akis hiz1) degerlerinde elektro
egirme yapimistir. Uclii  ¢oziicii  bilesen oranlan degistirilerek PLA_1
konsantrasyonlar1% 5, 8 ve 12 wt / v olarak ayarlanmistir (Tablo 4.1). Sekil 4.2'de
PLA_1 polimer konsantrasyon degisimlerinin morfolojiler iizerindeki etkisi,

dagilimlar ile lif boyutu verilmistir.
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PLA_1 liflerinin morfolojik 6zellikleri, boncuk olusumunun meydana gelmedigini ve
tiim PLA_1 soliisyon konsantrasyonlari icin homojenik liflerin gézlendigini ortaya
koymustur. Ancak lif ¢aplar farklhiliklar gostermis ve ortalama lif ¢aplar1 %5 igin
303,00 = 69,74 nm, %8 igin 405,20 £ 125,60 nm ve %12 konsantrasyonlari i¢in
589,40 + 167,30 nm olarak 6l¢tilmistir. Lif ¢capi, Herrero ve ark.[62]'na benzer
sekilde P1 konsantrasyon artisiyla artmistir. Huang ve ark [574] ¢alismalarinda NL
degisikliklerinin, ¢ozelti jet boyutu ve piiskirtmedeki polimer icerigi ile iliskili
olduguna dikkat ¢ekmistir. Jet bir siringadan metal toplayiciya hareket ettiginde, lif
capi farkhliklar1 olusturmak i¢cin béliinmesine izin verebilir veya vermeyebilir. Bu

durumda lif boyutundaki en 6nemli parametrelerden biri ¢ozelti viskozitesidir [61].

PLA_1 NL c¢ozelti viskozite degerleri Tablo 4.1 olarak sunulmustur. PLA_1
konsantrasyonlarinin artmasi, ¢ozelti viskozitelerinde 94,40 + 6,90'dan 114,50 *
8,60 mPa.s.'ye bir artisa neden olmustur. Genel olarak, ¢ozelti viskozitesindeki bir
artis, lif capinda bir artisa yol acar [575][21], [67], [89], [90], [178]. Bunun yaninda,
Herrero ve ark. [62] ve Huang ve ark. [574], kat1 bir polimerin bir ¢6ziicii icinde
coziilmesiyle elde edilen bir ¢ézeltinin viskozitesinin, polimer konsantrasyonu ile
orantili oldugunu ve yiiksek polimer konsantrasyonunun lif ¢apini genislettigini
gostermistir. Bu calismada elde ettigimiz sonuclar benzerlik géstermis ve polimer
konsantrasyonu arttikc¢a li cap1 da artig1 gézlenmistir. Ek olarak ¢oziiciilerin fiziksel
ozellikleri; kaynama noktasi, viskozite ve yiizey gerilimi sadece polimerin elektro
egirmesini etkilemekle kalmaz, ayni zamanda liflerin uygulama alanlarini da etkiler.
Casasola vd. [576], klorlu veya florlu ¢ozictlerin PLA ¢6zlinmesi icin yaygin olarak
kullanilan ¢oziicii sistemleri oldugunu gostermis ve daha az toksik bir ¢oziici
sistemi kullanmanin tibbi uygulamalar, doku miihendisligi sorunlarinda kritik bir
oneme sahip oldugunu bildirmistir. Bu ¢alismada, PLA_1 disiik toksisiteye sahip
oldugu bilinen tgli bir ¢oziicii sistemi icinde ¢oziilmiistiir. CHL, THF ve DMF'nin
kaynama noktalari; Sirasiyla 61, 66 ve 153 ° C'dir [119]. Hem CHL hem de THF diisiik
kaynama noktalarina sahiptir ve elektro egirme sirasinda, hizla buharlasabilirler ve
damlacik olusumuna veya gozenekli lif yapisinin olusmasina neden olabilirler.
Kaynama noktasinin yiliksek olmasi nedeniyle bu tiir olumsuzluklarin olusmasini
onlemek icin ¢ozeltiye DMF eklenmistir. Ayrica seftriakson disodyum, DMF'de daha
az ¢oziinirdiir [116]. Coziiclinlin kaynama noktasi sadece lif olusumunu degil ayni

zamanda lif capini da etkiler. Wannatong ve ark. [577], ¢6ziiciiniin kaynama
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noktasinin artmasiyla lif capinin katlanarak azaldigini bulmustur. Ek olarak, DMF
orani 2'den 0,5'e diisiiriildiigiinde PLA_1 lif ¢aplar1 artmistir. Bu artisin nedeni su
sekilde ac¢iklanabilir; yiiksek kaynama noktasina sahip ¢6zlicii yavasg¢a buharlasir ve
jetin olusumu sirasinda viskoelastik 6zellikler lif capini diisiirerek gerilmeye neden

olabilir [578][576].

PLA NL hem morfolojisini hem de ¢apini etkileyen diger 6énemli parametre yiizey
gerilimidir[576][3]. Tablo 4.1'da, yuizey gerilimi degerleri, polimer
konsantrasyonunun artmasiyla biraz artmistir. Yiikksek yuzey gerilimi, dengesiz bir
jet olusumuna veya boncuk olusumuna neden olabilir [576]. Fong ve ark. [3], ylizey
gerilimi artis1 boncuk olusumu olmadan fiber c¢aplarini buyiitmiustir. Yiizey
gerilimini ve lif morfolojisi degisikliklerini genellemek zordur. Ancak, ¢6ziicii tipinin

yuzey gerilimi davranisini belirledigi sdylenebilir [576].

Sekil 4.3'de, farkli polimer konsantrasyonlari ile elektro egirme yapilmis PLA lifleri,
silindirik lif olusumlar1 gostermistir. Ek olarak, PLA konsantrasyonlarinin artmasi
ile liflerin hem ortalama ¢aplar1 hem de standart sapmasi artmistir. Yeterli bir ilag
ylikleme sistemi elde etmek i¢in, genis bir 6zgiil yilizey alanina sahip dar bir boyut
dagilimi tercih edilmistir [116], [118][579][580]. Németh vd.[579], lif ¢aplarini
Olcerek silindirik liflerin 6zgiil yiizey alanin1 (SSA) hesaplamistir. Fiber capindaki
artisin, polidispersite indeksi (PDI) ile ilgili SSA degerini dustrdigini
bulmuslardir. Sonuc¢larimizi bu yaklasima gore belirledik ve %5 ve %8 PLA liflerinin
SSA degerlerinin %12'den daha yliksek oldugunu analliz etmistik. Bu nedenle %5 ve

%8 PLA polimer konsantrasyonlari ile ileri ¢calismalar yapilmistir.

Elektro egirme isleminde, akis hiz1 ve voltajin ayarlanmasiyla stabilize bir Taylor
konisi elde edilebilir. Genel olarak, diisiik akis hiz1 degerleri, kararl bir jet konisi
elde etmek icin kolaylik saglar [117], [581], [582][574]. Ancak, Zargham ve ark.
[367], diisiik bir akis hizinin kii¢iik boyutlu damlacik olusumunu tetikleyebilecegini
ve jetin elektrik alan kuvvetinin ¢ekme kapasitesi nedeniyle azalabilecegini
vurgulamislardir. Ignenin icinde damlacik veya koni gériinmeden geri ¢ekilmis jet
ad1 verilen kararsiz bir jet olusturulabilir. Bu geri ¢ekilmis jetler siirekli olarak koni
ile degistirilebilir ve elektro egirme sirasinda biiyiik boyutlu NL olusturulabilir. Ote
yandan, yliksek akis hizlarinda kiimelenmis siv1 ve dondiiriilmemis damlaciklar

meydana gelebilir. Ayrica, toplayic1 tizerindeki lifler, kusur olusumuna neden

66



olabilecek yeterli ¢oziicii buharlasmasi olmadan alinabilir. Calismalar, igne ucu-
kollektor mesafesi sabit tutularak hem debi hem de gerilim degerleri degistirilerek
yapilmaktadir. Tablo 4.3 ve Sekil 4.2’de, 0,5 ve 1 mL / saat gibi farkl akis hizlarinda
ve 10 ve 15 kV gerilimlerde elektro egirme yapilan PLA NL’lerin SEM goruntilerini

gostermektedir.

Uygulanan akis hizi, baslatict damlacigin sekillerini etkileyebilir ve lif morfolojisi
degisikliklerine neden olabilir. Ayrica, akis hizinin artmasi, liflerin alan

yogunlugunda bir azalmaya neden olur.

Tablo 4.2'de, farkli akis hizlarina ve PLA polimer konsantrasyonlarina iliskin olarak

Olgiilen ortalama lif gaplar: verilmistir.

%5 konsanstasyonlu calismada 10 kV - 0,5 mL/s ile 15 kV - 1 mL/s lifleri, %8’lik
liflerden o6nemli olciide (P <0,05) daha yliksek proses parametresinden
etkilenmistir. Voltajlar sabit tutuldugunda ve akis hizi 0,5-1 mL/s arasinda
degistiginde, tiim ortalama lif ¢aplari artti. Bununla birlikte, voltajin 10'dan 15 kV'a
artmasy, fiber ¢aplarinda bir azalmaya neden olmustur. Bu ¢ap diisiisiiniin nedeni,
voltajdaki artisin, polimer jetindeki yiik itme ile iliskili polimer ¢6zeltisi tizerinde bir
gerilmeye neden olabilecegi seklinde a¢iklanmistir. Tablo 4.3 ve Sekil 4.2'ye gore
kiigiik dagilimh en diisiik fiber cap1 274,30 + 54,63 nm olarak 15 kV - 0,5 mL/s i¢in
elde edilmistir. % 8’lik PLA icerikli lifler, islem parametreleri ile 6nemli bir (P> 0.05)
tutum gostermemis ve ortalama lif ¢aplar1 tim kosullar icin 400 nm civarinda
Olcilmiustur. Elektro egirme islem parametrelerini belirlemek i¢in tek yonlit ANOVA
(Tukey) programinin ¢oklu karsilastirma testleri yapilmistir. Elde edilen sonuglar,
%>5’lik PLA i¢in 10 kV - 0,5 mL/s ile 10 kV - 1 mL/s arasinda ve 10 kV - 1 mL/s ile
15 kV - 0,5 mL/s arasinda o6nemli varyasyonlarin goézlemlendigini ortaya
cikarmistir. Bu nedenle, optimum elektro egirme kosullari olarak 10 kV ve 0,5 mL/s

degerleri secilmistir.

Bu calismada, seftriakson disodyum antibiyotik ila¢ olarak sec¢ilmis ve PLA
miktarinin agirlikca% 1 oraninda, herhangi bir ytlizey aktif madde ilavesi olmaksizin
agirhkca % 5-8 PLA Kkonsantrasyonuna sahip cozeltilere yiiklenmistir. ilag
yuklenmis PLA ¢ozelti viskozitelerinin fiziksel davranisi ve ylizey gerilimi degerleri
Olctilmiis ve Tablo 4.1'de verilmistir. Hem viskozite hem de yiizey gerilimi degerleri,

ila¢ yiiklii PLA ¢6zeltileri ile 6nemli (P> 0.05) farkliliklar gostermemistir.
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Sekil 4.3'te PLA ve ilag ytikli PLA NL'lerin ortalama lif boyutu SEM goriintiileri ile
verilmistir. Yaygin olarak, ilag¢ ilavesi, ila¢ olmayan liflere kiyasla lif boyutu
azaltmistir. Zeng ve ark. [325] ¢ap kiiciiltme konusunda benzer davranislar elde
etmiser ve bunu yuzey geriliminin azalmasiyla agiklamislardir. Bu ¢alismada, yiizey
gerilimi dogrudan bir azalma egilimi gostermemistir. Bu nedenle bu ¢cap durumu

hakkinda yorum yapmak zordur.
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Sekil 4. 5 PLA ve llag yiiklii PLA NL'nin SEM ortalama lif boyutlar:

Sekil 4.3'te, farkli polimer konsantrasyonlarinda elektro egirme yapilmis ilac yiikli
PLA NL’lerinin SEM goriintiileri ve lif boyutu dagilimi gosterilmektedir. Morfolojik
arastirmalar % 5 ila¢ yiikli PLA'nin lif ylizeylerinde bazi ¢6ziinmemis ilag
partikiillerinin olustugunu gostermistir. Sekil 4.3’te gosterilen bu partikiil
olusumunun nedeni, ilacin ilag-polimer-¢6ziicii sistemindeki ¢oziiniirliigiine ve
uygunluguna baglh olabilir. Genellikle, hidrofilik ilaglar hidrofilik polimerler iginde
kapsiillenirken, hidrofobik ilaclar hidrofobik polimerlerde daha iyi salim
performansi gostermistir [119], [583]. Hidrofobik polimerlerde kategorize edilen
PLA, bununla birlikte, seftriakson disodyum, asetondan DMF'ye artan ¢ozilniirliikle

hidrofilik bir ila¢ olarak siniflandirilmistir [116]. Elektro egirme sirasinda, ¢ozelti
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olusumu, ¢6ziicliyli hemen ¢ikararak bir lif olusturmak tizere uzatilir ve bu, PLA ile

ilacin boncuklanmasina sebep oldugu goriilmiistiir.

Ek olarak, %5 PLA i¢in 15 kV - 1 mL/s'de DMF miktar1 yiiksek olmas ilag
partikiillerinin yetersiz bir sekilde ¢6ziilmesine yol agmistir. Bununla birlikte, ilag¢
yukli % 8 PLA konsantrasyonu yeterli ila¢ ¢oziintrligi, herhangi bir ila¢ partikuli
meydana gelmeden elde edilmistir. Ayrica, PLA ve ila¢ katkil1 PLA NL’leri arasindaki
iliski tek yonlit ANOVA ve Tukey'nin ¢oklu karsilastirma testleri ile analiz edilmistir
(Sekil 4.6). %8 PLA ve PLA/ilag ve %8 PLA ve PLA/ila¢’tan 6nemli 6l¢tide (P <0.05)

daha yiiksek cap varyasyonlar1 gostermistir.
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Sekil 4. 6 PLA ve ila¢ katkili PLA nano liflerin ortalama lif ¢aplar1 arasindaki iliski

ilag yiiklii % 8 PLA konsantrasyonlarinin antibakteriyel performansi, agar disk
difiizyon yontemi kullanilarak model organizmalara karsi hem kalitatif hem de
kantitatif olarak degerlendirilmistir. Antibakteriyel test asamalari; bakteri kiiltiiri
hazirlama, ilag harmanlanmis nanoliflerin bakterilerle baglantisi ve antibakteriyel
aktivite degerlendirmesi olarak ilerlemistir. Ilacsiz ve ila¢ katkih PLA_1 NL’lerin
antibakteriyel aktiviteleri Gram-pozitif; B. cereus ve L. monocytogenes ve Gram-

negatif; E. coli ve S. typhi bakteri mikroorganizmalar1 kullanilmistir. Kontrol grubu,
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PLA ¢oziiciler, PLA ve ila¢ katkih PLA'nin antibakteriyel analizleri Sekil 4.7'de
gosterilmistir. Kontrol grubu, ¢oziiciiler ve PLA ¢6zeltisinde mikrobiyal biiylimenin
engellenmesi gozlenmezken, ilag yiuikli lifler igin mikrobiyal engellemeler
gozlenmistir. Inhibisyon boélgeleri su sekilde olgiilmiistiir: E. coli; 28,33 + 1,44 mm,
B. cereus; 7,84 * 0,28 mm, L. monocytogenes; 23,16 + 1,89 mm ve S. typhi; 22,66 *

0,76 mm olarak ol¢ilmusttr.
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Sekil 4. 7 Bakteri tiplerine gore PLA/ila¢ NL inhibisyon karsilastirmalari

Farklar tek yonli ANOVA ve Tukey'nin c¢oklu karsilastirma testleri ile
hesaplanmistir. ** P <0.001 ve *** P <0.0001; Hata c¢ubuklari: Her o6l¢iim icin
yinelenen 4 6l¢limiin ortalamasi ve SD’si alinmistir. Kontrol grubu, ¢oéziiciiler ve PLA
cozeltisinde mikrobiyal biiytimenin inhibisyonu goriilmezken PLA/ilag ¢ozeltisinde
mikrobiyal inhibisyonlar gozlemlenmis ANOVA programinda istatiksel olarak (Sekil
4.7) analiz edilmistir. Sonu¢ olarak bu PLA_1 ¢alismasi, ila¢ dagilimi igin lif
liretiminde elektro egirme parametrelerinin 6nemini ortaya koymustur. PLA_1 NL
tclii ¢oziicli sistemi kullanilarak tiretilmis ve hem ¢ozelti hem de {retim
parametrelerinin  etkisi detayll olarak incelenmistir. PLA_ 1 polimer
konsantrasyonlari, CHL, DMF ve THF'nin ¢6ziicii orani varyasyonlari ile % 5-12
seklinde belirlenmistir. Elektro egirme proses parametreleri kii¢iik degisikliklerle
arastirtlmistir (voltaj 10-15 kV; akis hizi 0,5-1 mL/s). Optimum tliretim kosullar1 10

kV ve 0,5 mL/s elde edilmistir. % 5 ve % 8 PLA konsantrasyonlarinda, ortalama NL
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sirasiyla 303,00 + 69,74 ve 405,20 + 125,60 nm olarak o6l¢lilmiistir. Ek olarak
(agirlikca %1) seftriakson disodyum PLA ¢oziiciilerine karistirildi ve elektro egirme
islemi  yapilmistir. Morfolojik arastirmalar, % 8 ilag¢ yukli PLA
konsantrasyonlarinda, iyi ila¢ dagilimina sahip homojen lif olusumunun elde
edildigini ortaya cikarmistir. % 8 ila¢ yukli PLA NL'lerin antimikrobiyal tutumu,

Escherichia coli'ye kars1 daha gli¢li antimikrobiyal aktivite sergiledigi gorilmustir.
4.2 PLA_2 Calisma Grubu Sonuclar ve Tartismalar

4.2.1 PLA_2 Calisma Grubu Co6zelti Karakterizasyon Bulgulari

PLA_2 c¢ozeltisinde ele alinan PLA, PLA/GO, PLA/GO/Se, PLA/Se/CLA ve
PLA/GO/Se/CLA ¢ozeltileri %8 konsantrasyonunda analiz edilerek tablo olarak

verilmistir
Tablo 4. 4 PLA_2 ¢ozeltisi karekterizasyon degerleri
YBPLAZ | yizkosite Yizey | yosunluk iletkenlik
NL gerilimi
numuneler (mPas) (mN/m) (g/mL) (nS/em)
PLA 123,0 30,28 1,2184 2,6
PLA-G 104,6 28,95 1,2205 15,3
PLA-G1 247,9 30,72 1,2349 8,5
PLA-G2 251,4 27,94 1,2256 9,7
PLA-G3 253,8 31,62 1,1761 14,7

4.2.2 PLA_2 Calisma Grubu NL Karakterizasyon Bulgulari
4.2.2.1 Morfolojik Bulgular

PLA_2 ¢alisma grubuna ait NL numunelerinin morfolojik yapilarinin sonuglari lif

boyutu olarak Tablo 4.5’te verilmistir.
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Tablo 4. 5 PLA_2 ¢alisma grubu NL morfolojik lif boyutlari

%8 PLA_2 NL numuneler Ortalama lif boyutu (nm)
PLA 541,56 + 94,19
PLA-G 472,66 + 183,38
PLA-G1 354 + 154,12
PLA-G2 414,03 £ 201,85
PLA-G3 642 + 173,79

Sekil 4.8'de gosterilen SEM goriintilerine gore, Se veya CLA’y1 yiiklemek icin yeterli
karistirma nedeniyle homojenik dagitilmis PLA-G ¢6zeltisi secilmistir. GO'yu sheet
seklinde kullandigimizda nano lif elde etmek i¢cin buradaki homojenik karistirma
onemli gorulmustir. PLA-G, PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3"lin SEM goruntileri Sekil
4.8'deki gibi gosterilmektedir. Nano liflerin ¢ap1 ve elektro egirme isleminde
kullanilan ¢o6zelti konsantrasyonu birbiriyle dogru orantilidir. NL o6rneklerin
ortalama boyutu Tablo 4.5'de gosterildigi gibidir. GO ve Se'nin eklenmesiyle, nano
lif caplarinda azalma gortiilmiistiir. En diistk fiber cap1 472,66 + 183,38 PLA-G1'de
gozlenmistir. Bu baglamda konsantrasyon arttiginda, lif boyutu da artig1, boncuklu
yapinin morfolojisi kiireselden ig benzeri hale degistigi ve sonug olarak yiiksek

viskozite direnci nedeniyle artan ¢aplara sahip tek tip lifler olustugu gértilmustiir.
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Sekil 4. 8 PLA_2 NL'lerin SEM gorintiileri ve histogramlari a. PLA, b. PLA-G, c.
PLA-G1, d. PLA-G2, e. PLA-G3
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4.3.2.1 FT-IR Bulgular

PLA_2 calisma grubunda tretile GO i¢in fonksiyonel guruplarin bag yapisini FT-IR ile
gormus olduk. Sekil 4.9'da PLA, GO, Se, CLA yaninda PLA/GO/Se, PLA/GO/CLA ve
PLA/GO/Se/CLA olarak fonksiyonel guruplar goriintiilenmistir.

-CH stretching C=0 stretching C-O stretching
C-H bending

PLA-GO - Se
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Sekil 4. 9 GO fonksiyonel grup analizi; FT-IR

4.3.2.2 XRD Analiz Bulgulan

XRD analizi, malzemenin tabakalar1 arasi degisikligi ve kristal ozelliklerini

incelemek amaciyla kullanilmaktadir.
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Sekil 4. 10 GO’nun XRD modeli

Grafende 26,4636° 'lik genis zirvenin varligl, yalnizca birka¢ grafen katmaninin
varligini gosterir [584]. Bu tepe, interkalasyon islemi sirasinda grafit galerisine
giren oksijen atomlarinin ¢ikarilmasindan kaynaklanan 3.56 inter ara katman
araligina sahip 002 grafit diizlemine karsilik gelir. Bu, kimyasal bir indirgeme
yontemi  kullanarak  GO'nun grafene indirgenmesini dogrular. XRD
spektroskopisinden karakteristik pikler; Grafit i¢cin 20=26,4636° ve GO igin
20=10,5524° degerlerinde gorilmektedir. Grafit yapisinda var olan 26,4636°
pikinin oksidasyon sonrasinda GO’da gériilmemesi, bunun yerine 10,5524° pikinin
olusmasi literatiirdeki sonuglarla uyusmakta ve GO yapinin diizgiin olarak elde

edildigini gostermistir[585][586][587].
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4.3.2.3 Raman Spektroskopisi Bulgulari

G Band

D Band
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Sekil 4. 11 Grafit ve GO'nun Raman analizi

Sekil 4.11’de GO'nun yapisal degisimini gosteren G (sp?) bandi diizenli/aromatik
yapilari ifade ederken D (sp3) bandi ise aromatik yapidaki diizensizliklerini, amorf
yapilar1 ve oksidasyon sonucunda olusan alifatik yapilar1 gosterilmistir
[588][589][590]. Raman spektrumunda beklendigi gibi D piki 1330 cm-! ve G piki
de 1601 (cm'1) de gorilmektedir. D pikinin siddeti (ID) diizensiz yapilarin
derecesini, G pikinin siddeti (IG) diizenli yapilarin siddet degerini vermektedir.
Literatiirde belirtildigi gibi karbon esasli materyallerin ID/IG oram 0,95-1,22
araliginda olmasi beklenmektedir [591][592]. Calismamiz da ise GO yapisinin ID/IG
orani 1,12 bulunmustur. Dolayisiyla, Raman spektroskopisi, sentezlenen GO yapisini

dogrulamaktadir.
4.2.3  Invitro Salim Kinetigi Bulgulari

Korelasyon katsayisina gore hem dogrusallik (dogrusal), ilag salim kinetigi hem de
ilac modelinden bagimsiz bir yaklasimla benzerlikler ve farkliliklar, ila¢ salim
kinetigi ve ¢o6zliinme profillerinin matematiksel modeli(salim kinetic modeli)

belirlenerek karsilastirilmistir. Salim i¢in kullanilan NL icinde ila¢ bulununan PLA-
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G2 ve PLA-G3 numuneleri kullanilmistir. CLA ilaci icin kiimiilatif salim % degerleri

ve salim profili tablo ve sekilde gosterilmistir.

Sirasiyla gesitli formiilasyonlar, PLA-G2 ve PLA-G3 in vitro ilag salim ¢alismalari i¢in
secilmistir. Katkili PLA NL’lerinden klaritromisinin in vitro ila¢ salimy, sirasiyla PBS
(pH 7,4) ortaminda simiile edilerek calkalamali su banyosu i¢inde difiizyon yayilimi
olarak labratuvar kosullarinda 37 * 1 ° 'de 24 saat (8 zaman diliminde) boyunca

salinan kiimiilatif % degerleri, yapilmistir (Tablo 4.6).

CLA salinimi bu ¢alisma grubunda esas olarak PLA-GO konsantrasyonuna baglhdir.
GO konsantrasyon artisi etken madde salimini etkiledigi goriilmiistiir. GO genis
yizey alani nedeni ile etken maddeyi hapsetmistir ve pH 7,4’te ¢6ziinmeyi
diigtirmiistiir. ilk asamada NL'lerden CLA patlama salimi, NL'lerin yiizeyinde ilag
kristallerinin ¢6ztinmesinden kaynaklanmistir. Artan PLA-GO konsantrasyonu ile
CLA salinim ytizdesi (PLA-G2) 6nemli 6l¢lide azalmistir. Tablo 4.6’da goriildigu gibi
PLA-G3 salim yiizde miktar1 PLA-G2’den % olarak daha biiyiik oldugu i¢in salim
profili olarak PLA-G3 secilmistir (Sekil 4. 12 ve 4.13).

CLA ilag Salim profili

~
(=]

D
(=]

@ PLA-G3

(%)
o

PLA-G2

Kiimiilatif ilag salimi %
5 8 8 3
q

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zaman (saat)

Sekil 4. 12 CLA icin 24 saat boyunca ila¢ salim kiimiilatif grafigi
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Tablo 4. 6 PLA_2 Kiumiilatif salim ila¢ % miktarlari

Salinan Kiimiilatif [la¢ Yiizdesi

PLA-G3 PLA-G2
14,2 10,4
22,4 15,2
30,1 23,2
38,4 29,4
47,5 35,6
54,7 47,4
65,4 58,4
74,3 65,7
80,4 74,2

CLA salim hizi dogrusalhgi

y =9,7512x + 6,4071
R*=0,99

—+—PLA-G3
——Dogrusal (PLA-G3)

4 6

Kimiilatif ilag salimimi %

Zaman (saat)

Sekil 4. 13 CLA kiimilatif ilag salim hiz1 dogrusal egrisi
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Sekil 4. 14 CLA log kiimiilatif % salim grafigi

4.2.4  Invitro Antimikrobiyal Bulgular

PLA kontrol grubu olusturulup bunun izerine diger NL’ler kullanilan
mikroorganizmalar tizerinde disk diflizyon yontemiyle inhibisyon buiyiimeleri Sekil
4.15’te gosterilmistir. En iyi ortalama biiyiime PLA-G3 i¢in gerceklesmis olup biitlin
NL icin gergeklestirilen islemler; 24 saatte E.coli'ye, S. aureus'a, B. cereus'a, S.

epidermidis'e kars1 antibakteriyel inhibisyon etkileri gozlemlenmistir.

Analizler, ANOVA programinda bagimsiz 6rnekler P <0.05 diizeyinde farklarin
o6nemli oldugu belirlenmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak ifade
edilmistir. Ortalama arasindaki istatistiksel olarak anlamli fark, *P <0,05'te se¢ilecek
olan anlamlilik seviyesi ile tek yonlii ANOVA ile hesaplanmistir. Tiim testler, li¢ defa

tekrarlanarak SD’si alinmistir.
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Sekil 4. 15 PLA_2 calisma grubu bakteri inhibisyon biiytimeleri
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4.2.5 Invitro Hiicre Kiiltiirii Testi Bulgular:

4.2.5.1 XTT Bulgulan

NL'ler dogrudan temas yontemi ile L929 hiicre canliligl tizerindeki etkisi
incelendiginde; ISO 10993-5 standartlarina [27] gore PLA-G1, PLA-G2, PLA-G3'lin
zayif sitotoksik etki gosterdigi, PLA ve PLA-G'nin ise hiicreler lizerinde toksik etki
gostermedigi gorilmistir (Sekil 4.16). PLA, literatiirde biyo-uyumlu bir polimer
olarak bahsedilmektedir, ancak GO, doza bagh olarak sitotoksik bir etki
gostermektedir. Dogrudan sitotoksisite sonuglarina gore, PLA ve PLA-G NL’lerinin
toksik olmamasi PLA'nin biyouyumlulugu ve GO icin konsantrasyon degerinin
dogru secilmesi ile agiklanabilir. Ayrica PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3 NL'lerinin zayif

toksisitesi, Uretimde kullanilan yiliksek konsantrasyonlardaki CLA ve Se ile

aciklanabilir.
120,00
100,00
o 80,00
S 60,00

(W)
S 40,00
20,00
0,00

Kontrol PLA PLA-G PLA-G1 PLA-G2 PLA-G3
Nano Lifler

Sekil 4. 16 PLA_3 NL icin Direk Temash XTT testi

Orneklerin L929 hiicre canlihg lizerindeki etkisi dolayli yontemle incelenmistir;
Orneklerin herhangi bir hacim degerinde hiicreler iizerinde toksik etki
gostermedigi, ancak tlim oOrnekler icin artan hacim oranina bagh olarak hiicre
canliliginda azalma meydana geldigi gozlenmistir. Direkt sitotoksisite testinde hafif
toksik etki gosteren PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3, indirek analiz sonucunda sitotoksik
etki gostermemistir. Bu durum Se ve CLA maddelerinin konsantrasyonlar: ile
aciklanabilir. Ozellikle, PLA-G3'in% 25'lik hacminin, diger malzemelere kiyasla en

iyi yasayabilirligi (kontroliin tizerinde) gosterdigi gozlenmistir.
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Sekil 4. 17 PLA_3 NL i¢in indirek (dolayli temas) XXT grafikleri

Hiicre Adezyonu Testi Bulgulari

Adezyon bulgulan incelendiginde (Sekil 4.18) ve 5 oOrnegin tamaminin hiicre

yapismasini destekledigi goriilmiistiir. Orneklerin etkisi; L929 hiicre gocii

uzerindeki PLA, PLA-G, PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3, zamana bagh olarak kontrol ile

karsilastirlmistir. Bu durum, PLA'nin biyouyumlulugu ve GO konsantrasyon

degerinin dogru seg¢ilmesi ile ilgili olabilir.
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Sekil 4. 18 PLA_3 NL hiicre adezyon goriintileri

4.2.5.3  InVitro Yara lyilestirme Testi (Scratch Assay) Bulgular:

PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3 ile muamele edilen hiicreler materyal (izerinde yapisma
gosterdi, ancak hiicrelerde stres grantilleri ve bazi 6lii hiicreler bulunmustur. Bu
durum dogrudan sitotoksisite sonuglarini destekler ve malzemeler iiretilirken
eklenen asir1 Se ve CLA konsantrasyonlart ile aciklanabilir. Bu etkiler incelendiginde
kontrol grubunda olusan yaralarin ve numunelere maruz kalan gruplarin 24 saat
sonra kapatildigr gorildi. Ayrica numunelere maruz kalan hiicrelerin kontrol
grubuna gore daha hizli hiicre gociine sahip oldugu gozlendi (Sekil 4.19). Ayrica Se
(PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3) ile kombine edilen PLA-GO nanofiber formiilasyonlari
ile tedavi edilen hiicrelerin daha hizli go¢ gosterdigi goriilmistiir. Bu durum

selenyumun antioksidan ve antiinflamatuar etkileri ile a¢iklanabilir.
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i ; i
 Kontrol - .

Sekil 4. 19 PLA_2 NL i¢in In vitro yara iyilestirme goriintiileri

Burada amag¢ GO ilavesinin hiicresel tutunmayi hizlandirdigi, destekledigini

gozlemleyebilmek. Yani poliferasyon gorilmesini beklenmistir.
4.2.6 PLA_2 Calisma Grubu Tartismalari

PLA konsantrasyonun, dolayisiyla ¢ozelti viskozitesinin artmasi, daha biiyiik ve
daha homojen lif caplar1 olusumu ile sonu¢lanmistir. Daha yiiksek viskozite direnci
nedeniyle kiireselden lif benzeri yap1 olusumundan c¢aplar1 artmis tek tip lifler
tizerinde olusan boncuklarin morfolojisi olusmustur. Yiiksek yiizey gerilimine sahip

cozelti, jetlerin dengesizligi ve piskiirtilen damlaciklarin olusmasi nedeniyle
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elektro egirme siirecini engellemektedir. Lif ¢ap1 ve konsantrasyonu birbiriyle

dogru orantilidir. Konsantrasyon arttiginda, lif ¢ap1 da artar.

Elektro egirme islemi gerceklestirildiginde, digerlerinden daha biiyiik 6neme sahip
parametre uygulanan voltajdir. Ancak esik voltajina erisildikten sonra, lif olusumu
meydana gelir, Bu, elektrik alani ile birlikte ¢ozelti tizerinde gerekli ytikleri icerir ve
elektro egirme teknigini baslatir. Calismalar, ¢oziime daha yiiksek voltajlar
uygulandiginda, daha fazla polimer piiskiirmesi oldugu gosterilmistir. Bu nedenle
nano liflerin daha biiyiik ¢apta olustugunu sdyleyebiliriz. Dahasi, ¢ogu vaka, daha
yuksek bir voltajin, jetteki daha biiytik kulombik kuvvetler ve daha giiclii bir elektrik
alan1 nedeniyle ¢6zeltinin daha fazla gerilmesine yol actigini gostermektedir. Bu
durumlardan yola ¢ikarak hazirlanan ¢ozeltiye 25 kV gerilim uygulanmistir. Sekil
4.5'e gore GO'nun PLA lifleri iizerinde boncuk icermeyen morfolojilerle sonuglanan
bir yumusatma etkisi oldugu gosterilebilir. Boncuklar, hiicreler i¢in gerilim artirici
yerler oldugundan, GO ilavesi, diger fonksiyonel ajanlarin dahil edilmesi i¢in uygun
bir ajan gorevi gormiistiir. Cozeltilerin fiziksel karakterizasyonunun sonucu Tablo
4.4'te gosterilmektedir. PLA i¢in ortalama boyutun 541,56 nm ve PLA-G'nin
ortalama boyutunun 472,66 nm oldugunu gosterilmistir. Boncuklarin morfolojisi
kiireselden ig benzeri hale degisir ve sonucta yiiksek viskozite direnci nedeniyle

artan caplara sahip tek tip lifler olusmustur.

Yiksek yilizey gerilimine sahip c¢ozelti, jetlerin dengesizligi ve piskirtiilen
damlaciklarin olusmasi nedeniyle elektrospinning stirecini engellemistir. Lif boyutu
ve konsantrasyonu literatiirde oldugu gibi birbiriyle dogru orantih oldugu

gosterilmistir. Konsantrasyon arttiginda, lif cap1 da artar.

Sekil 4.8'de gosterilen SEM goriintiilerine gore, Se veya CLA’y1 yiiklemek icin yeterli
karistirma nedeniyle homojenik dagitilmis PLA-G ¢ozeltisi se¢ilmistir. GO'yu sheet
seklinde kullandigimizda NL elde etmek i¢in buradaki homojenik karistirma
onemlidir. PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3'liin SEM ve histogramlar: Sekil 4.8'deki gibi
gosterilmistir. NL boyutu ve elektro egirme isleminde kullanilan ¢ozelti
konsantrasyonu birbiriyle dogru orantilidir. NL 6rneklerin ortalama boyutu Tablo
4.20'de gosterildigi gibidir. GO ve Se'nin eklenmesiyle, NL caplarinda azalma
gortilmiistiir. En dusiik fiber ¢ap1 (354 + 154,12 nm) PLA-G1'de gozlenmistir. Bu

baglamda konsantrasyon arttiginda, lif cap1 da artig1, boncuklu yapinin morfolojisi
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kireselden ig benzeri hale degistigi ve sonu¢ olarak yiiksek viskozite direnci

nedeniyle artan ¢aplara sahip tek tip lifler olustugu goérilmiistiir.

2500+

2000+

1500

1000

Ortalama Lif Boyutu (nm)

500

T T T T T
PLA PLA-G PLA-G1 PLA-G2 PLA-G3

Sekil 4. 20 PLA_2 NL ortalama lif boyutlar: karsilastirmasi
FTIR analizi, elektro egirme iseminde iiretilen NL’lerin islevsel gruplarini incelemek i¢in
gerceklestirilmistir. Yap1 icerinde bulunan PLA, CLA, GO, Se Sekil 4.9’da gosterilmistir.
C-O germe, C = O germe, C-H biikme ve -CH germe bant yapilar1 gosterilmektedir. PLA-
NL’ler yaklasik 2150 cm™'de absorpsiyon bandina ve 1980 ile 700 cm™ arasinda bantlara
sahiptir [593].

Uretilen GO XRD iizerinde modellenmistir. Grafitin 20=26,4636°"de giiclii kirinim tepe
noktast gosterilmektedir. GO igin ise 10,5524°’te bir tepe noktasina sahiptir. Bu da 8,17
° C’lik bir diizleme karsilik gelmistir. Bu durum da da grafenin oksidasyonunu teyit etmis
olup grafitin oksidasyonundan daha biiyiik 6l¢iidedir ve biiyiik Gneme sahiptir. Bu sonug
literatiirde bildirilen degerlere benzerdir [594]. Araliktaki arti, grafit tabakalar1 arasinda

oksijenle temas eden fonksiyonel gruplarin olusumundan kaynaklanmaktadir.

GO'nun bakteri testlerinde 6zellikle diger etken malzemelerden daha iyi olmasi Sekil
4.10’daki XRD sonucunda gosterdigi gibi sahip oldugu fonksiyonel gruplara bagh
oldugu ifade edilebilir.

Raman spektroskopisi, iiretilen grafen katmanlarmin sayisini karakterize etmek i¢in
kullanilan 6nemli ve basit bir yontemdir. Grafen, genellikle iki ana 6zelligi inceleyerek

Raman spektroskopisi kullanilarak karakterize edilmistir. Birincisi; grafitlestirilmis
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yapidan kaynaklanan G-band1 (yaklasik 1600 cm™1). Ikincisi; burada bulunan kusur veya
bozukluklardan kaynaklanan D-band: (yaklasik 1350 cm ) oldugu gériilmiistiir [13].

PLA_2 salim kinetik profili olarak PLA-G3 NL’i kullanilmistir. Kiimiilatif % degeri
%380,4 olarak belirlendigi icin 100’e en yakin numune olarak secilmistir. Tiim
formiilasyonlarda ila¢ salinimin zamana bagh ilacin matristen salinmasini ifade
eden sifirinci derece salinlm modeline (R? = 0.9761) [595]-[597] uydugu
gorulmiustiir. PLA_2 NL'lerinde kullanilan GO malzemesi konsantrasyonun artisi
etken madde salinimini etkiledigi goriilmiistiir. Grafen oksit genis yiizey alani
nedeni ile etken maddeyi hapsetmistir ve pH 7,4'te ¢oziinmeyi diislirmiistiir.
Gokhale [598] calismasinda, biitiin salim kinetik modellerini ¢alismis, ilag
kapsiiliinlin parcalanmasiyla Zero Order modelini matematiksel islemlerle Tablo
4.7’de oldugu gibi tasarlamistir. PLA_2 calismasinda ise difiizyon yoluyla salim
yapilmistir.

Tablo 4. 7 PLA-G3 CLA ilac1 kiimiilatif salim ve logaritmik degerler tablosu

1 14,2 85,8 1,000 1,933 0,000 0,000 4,411
2 22,4 77,6 1,414 1,890 0,301 1,350 4,265
3 30,1 69,9 1,732 1,844 0,477 1,479 4,119
4 38,4 61,6 2,000 1,790 0,602 1,584 3,949
5 47,5 52,5 2,236 1,720 0,699 1,677 3,744
6 54,7 45,3 2,449 1,656 0,778 1,738 3,565
7 65,4 34,6 2,646 1,539 0,845 1,816 3,259
8 74,3 25,7 2,828 1,410 0,903 1,871 2,951
24 80,4 19,6 4,899 1,292 1,380 1,905 2,696

Antibakteriyel testlerde; E. coli, S. aureus, B. cereus ve S. epidermidis’e karsi
antibakteriyel aktivite Sekil 4.15'te gosterildigi gibi PLA-G3 NL’de ¢aligilmustir.
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Antibakteriyel caligmalarda kullanilan mikroorganizmalarin malzeme
karakterizasyonuna gore biiyiime gozlemlendigi gortilmistiir. Bu calisma kapsaminda
kullanmis oldugumuz Se, bilinen bakteri direncinin olmadigi yeni bir antibiyotik
kimyasidir [599][600][601]. Se viicutta yaygin bir eser elementtir ve Ozellikle
selenoproteinlerin olusumunda o6nemli bir etken madde olmustur [602][603]. Se
antikanser etkilere sahip oldugu 6ne siiriilmiistiir [604]. Burada, PLA’ya antibakteriyel
ozellikler kazandirmak CLA, GO yiikli PLA’ya elektro egirme yapmak i¢in Se
nanopartikiilleri katmis olduk.PLA/GO/Se/CLA NL ile ECM’ye benzer bir morfolojiyi
tasvir etmis olduk. Se katkili PLA NL gruplari ile antibakteriyel [605], antimikrobiyal
[606], antioksidan [607] etkiler gostermistir.Chung ve ark.[605] yaptig1 Se katkili PCL
calismasinda da cilt uygulamalarinda bakterileri engelledigi bakteri hiicre aktivitesini
azalttigr gosterilmistir. Se’nin PLA NL’lerine katki olarak eklenmesi antibiyotik
yoklugunda yara iyilesmesini artiran ve enfeksiyonu azaltan biyomedikal uygulama
olarak yara Ortiisii potansiyeline sahip oldugunu bu ¢alismada gostermistir. Bakteriler,
kontrol grubu PLA ve katkili PLA’larla bir biiylime ortaminda inkiibe edilmistir. PLA-
G3 biitiin mikroorganizmalarda etki gostermistir (Sekil 4.15). PLA-G2 E.coli ve S.aureus
tizerinde Kontrol grubuna yakin etki gosterirken, B.cereus ve S.epidermidis tlizerinde
oldukga iyi etki gostermistir. PLA-G ve PLA-G1 diger NL’lere oranla biitiin
mikroorganizmalarda kontrol grubunana yakin etki gostermistir. Bunun sonucu olarakca
GO ve Se kombinasyonlar1 S. epidermidis mikroorganizmasi {izerinde antibakteriyel
etkiler gostermistir, S. epidermidis gram + bakteri olup insan ve hayvan cildinin
mukozunda goriilmektedir [608][609][610]. PLA iizerine katkilanan ajanlarin
S.epidermidis iizerinde etki goOstermesi Onemlidir. Bunun yaninda PLA-G3’de, S.
epidermidis iizerinde antibakteriyel etkilere sahiptirr CLA katikili ve katkisiz
S.edpidemidis bakteri inhibisyon bdlgesi i¢in; 23,73 mm, PLA-G; 19,73 mm, PLA-G1;
19,87 mm, PLA-G2; 29,70 mm ve PLA-G3; 29,16 mm biiyiime miktarlar1 ol¢tilmiistiir
(Sekil 7d). Bu sonuglar, PLA ve CLA kombinasyonlarinin antibakteriyel etkisinin diger
kombinasyonlardan daha gii¢lii oldugunu gostermistir. Clinkii CLA, 50S ribozomal alt
birimine baglanan ve bakterilerin protein sentezini inhibe eden bir makrolid
antibiyotiktir[532], [611]-[613]. Bu nedenle PLA ve CLA kombinasyonlar1 bakterileri

inhibe etmis ve yiiksek antibakteriyel etki gostermistir.

Sitotoksisite deneylerinde dogrudan(direct) ve dolayli (Indirect) metotlar

kullanilmistir. NL'lerin dogrudan temas yontemi ile L929 hiicre canlilig1 tizerindeki
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etkisi incelendiginde; ISO 10993-5 standartlarina [27] gore PLA-G1, PLA-G2, PLA-
G3'lin zayif sitotoksik etki gosterdigi, PLA ve PLA-G'nin ise hiicreler lizerinde toksik
etki gostermedigi gorilmistiir (Sekil 4.16 ve 4.17). PLA, literatiirde biyo-uyumlu bir
polimer olarak bahsedilmektedir[614], ancak GO, doza bagh olarak sitotoksik bir
etki gostermektedir[615], [616]. Dogrudan sitotoksisite sonuglarina gore, PLA-G ve
PLA-G1 orneklerinin toksik olmamasi PLA'nin biyouyumlulugu ve GO icin
konsantrasyon degerinin dogru secilmesi ile agiklanabilir. Ayrica PLA-G1, PLA-G2
ve PLA-G3 oOrneklerinin zayif toksisitesi, iiretimde Kkullanilan yiiksek
konsantrasyonlarda CLA ve Se ile agiklanabilir. Orneklerin L929 hiicre canlihg
lizerindeki etkisi dolayll yontemle incelenmistir; Orneklerin herhangi bir hacim
degerinde hiicreler lizerinde toksik etki gostermedigi, ancak tiim 6rnekler i¢in artan
hacim oranina bagh olarak hiicre canliliginda azalma meydana geldigi g6zlenmistir.
Direkt sitotoksisite testinde hafif toksik etki gosteren PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3,
indirek analiz sonucunda sitotoksik etki gostermemistir. Bu, seyreltilmis Se ve CLA
madde konsantrasyonlari ile aciklanabilir. Ozellikle, PLA-G3'iin% 25'lik hacminin,
diger malzemelere kiyasla en iyi canlilifl (kontroliin iizerinde) gosterdigi

gozlemlenmistir

Hiicre adezyonu ve In Vitro yara iyilestirme testi (Scratch Assay) ile drneklerin hiicre
yapismasi incelendiginde (Sekil 4.18 ve 4.19), 5 6rnegin tamaminin hiicre yapigsmasini
destekledigi goriilmiistiir. Orneklerin etkisi; L929 hiicre gogii iizerindeki PLA, PLA-G,
PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3, zamana bagl olarak kontrol ile karsilastirilmistir. Bu
durum, PLA'nin biyouyumlulugu ve GO konsantrasyon degerinin dogru segilmesi ile
ilgili olabilir. Ek olarak, PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3 ile isleme tabi tutulan hiicreler
materyal iizerinde yapigma gostermis, ancak hiicrelerde stres graniilleri ve bazi 6li
hiicreler bulunmustur. Bu durum dogrudan sitotoksisite sonuglarini destekler ve
malzemeler iretilirken eklenen asir1 Se ve CLA konsantrasyonlari ile agiklanabilir. Bu
etkiler incelendiginde kontrol grubunda olusan yaralarin ve numunelere maruz kalan
gruplarin 24 saat sonra kapatildigi goriilmiistiir. Ayrica numunelere maruz kalan
hiicrelerin kontrol grubuna gére daha hizli hiicre gogiine sahip oldugu gézlenmistir (Sekil
4.19). Ayrica Se (PLA-G1, PLA-G2 ve PLA-G3) ile kombine edilen PLA-GO NL
formiilasyonlar1 ile tedavi edilen hiicrelerin daha hizli go¢ gosterdigi goriilmiistiir. Bu

durum Se’nin antioksidan ve antiinflamatuar etkileri ile agiklanabilir.
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Sonug olarak; bu calismada GO ve PLA'nin etkilerini Se ve CLA ile destekleyerek
iyilesmesi ¢ok zor olan diyabetik yaralar i¢in antibakteriyel etkiye sahip etkili yara
ortisii. materyallerinin tasarlanmasi amag¢lanmistir. Sonuglara gore, NL
formiilasyonlar yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine, mekanik dirence, kimyasal
stabiliteye ve genis yiizey alanina sahiptir. PLA-G3 NL’in ortalama c¢aplar1 640
nm’dir. Ayrica PLA-G3, sirasiyla 253,8 mPas ve 31,62 mN / m'den daha yiiksek
viskozite ve ylizey gerilimi degerine sahiptir. Ayrica bu malzemenin ytizeyinde polar
gruplarin bulunmasi uyumlulugu artirmaktadir. Ote yandan, sitotoksisite ve hiicre
adezyon deneyleri, materyallerin diisiik toksisite potansiyelini, biyouyumlulugunu
gostermistir. E. coli, S. aureus ve B. cereus uzerindeki PLA-G2 ve PLA-G3'lUn
inhibisyon oranlari, diger formiilasyon gruplarindan daha yiiksek oldugu
gorulmustiir. CLA ile kombine edilen PLA-GO NL'in daha gii¢lii bir antibakteriyel
etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Hiicre kiiltiirii deneyleri, bes numunenin
tamaminin hiicre yapismasini destekledigini ve in vitro yara iyilestirme deneyine
gore, numunelere maruz kalan hiticrelerin kontrol grubuna kiyasla daha hizl hiicre
gociine sahip oldugunu gostermistir. Sonu¢ olarak, PLA-GO NL'leri Se ile
desteklenerek daha hizl bir yara iyilesme durumu gézlemlenmis bunun yaninda.
CLA ile desteklenmesi, yara ortaminda antibakteriyel etki liretilmesine neden
olmustur. Bu durum Se'nin antioksidan ve antiinflamatuvar etkileriyle a¢iklanabilir.
Sonug olarak, Se destekli yara ortlisii malzemesi, yara iyilesme siirecini destekler ve
CLA ile kullanilmasi cilt mokuzal yapisi tizerinde antibakteriyel etki saglamaktadir.
Yara ortlsii malzemesi olarak Se/CLA destekli PLA NL'lerin kullanilmasi, yara

iyilesme stirecine katkida bulunacagi 6n gorilmiistiir.
4.3 PLA_3 Calisma Grubu Bulgular ve Tartismalar

Bu ¢alisma grubu iceriginde yapilan deneysel ¢alismalara ait ¢6zelti karakterizsyon

bulgular1 ve NL karakterizasyon bulgularina yer verilmistir.
4.3.1 PLA_3 Calisma Grubu Cozelti Bulgular:

P3 c¢ozeltisinde ele alinan PLA, PLA/B, PLA/ZM ve PLA/B/ZM c¢ozeltileri %8

konsantrasyonunda analiz edilerek tablo olarak verilmistir
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Tablo 4. 8 PLA_3 ¢ozeltisi karekterizasyon degerleri

%8 .. .
Viskozite YUzey | yosunluk letkenlik
PLA 3 gerilimi
B mPas /mL (uS/cm)
numuneleri ( ) (mN/m) (@/mL) :
PLA 123,0 23,42 1,2931 2,6
PLA/BAC 217,1 24,96 1,2894 6,31
PLA/ZM 237,6 29,56 1,2891 2,42
PLA/BAC/ZM 289,8 28,09 1,298 4,82

4.3.2 PLA_3 Calisma Grubu NL Karakterizasyon Bulgulari
4.3.2.1 Morfolojik Bulgular

PLA, PLA/BAC, PLA/ZM, PLA/BAC/ZM NL'leri i¢in lif boyutlari analiz edilmistir.

Tablo 4. 9 PLA_3 uygulanan voltaj, akis hizi, lif ortalama boyutlari

PLA/BAC

PLA/ZIM

PLA/BAC/ZM
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Sekil 4. 21 PLA 3 NL a, b, ¢, d, SEM morfolojik gortntiileri ve histogramlari
PLA 3 NL icin hazirlanan polimerik ¢o6zelti kapsaminda PLA, BAC, ve ZM
malzemeleri birbiriyle PLA, PLA/BAC, PLA/ZM ve PLA/BAC/ZM olarak
kombinasyon olusturulmustur. Cozeltiler elektro egirme islemine tabi tutulduktan
sonra elde edilen NL’ler icin morfolojik yapisinin tayin edilmesi amaciyla SEM

cihazinda karakterizasyon testlerine tabi tutulmustur.
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Sekil 4.21’de PLA_3 NL i¢in morfloljik yap1 goriintiilleme gosterilmistir. Burada PLA
polimeri tizerine katki yapilan malzemelerin icerideki yapilarini yakinlastirarak tek

bir goriintiide elde edilmistir.
4.3.2.2 HPLC Analiz Bulgulan

BAC karakterizasyon i¢cin HPLC yontemleri ile analiz gerceklestirilmistir. BAC farkl
formlarinin dl¢iimlerini ve uzun cesitli yapilarini tespit etmek icin HPLC metodu
kullanilmistir. Yaklasik 50 BAC formunun mevcut analiz yapilan etken maddede var
oldugunuz goérmiis olmamizi, izokratik HPLC metotu icin ila¢ kalite testlerinde
kullanilabilirlik saglamligini géstermistir. BAC'1n ana terapotik kullanim bigimleri A

ve B'dir, BAC ise F nefrotoksisite gosteren bir bozunma tirtiniidir [617][618], [619].

Sekil 4. 22 Basitrasin ilact HPLC Kromatografisi (MACHEREY-NAGEL, NUCLEOSIL
100-5 C18 PPN fazinda)
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4.3.2.3 GC-MS Analiz Bulgulan

Aromatik esansiyel yag iceren Zataria Multiflora iceriginde Carvacrol gibi

antibakteriyel etken maddesine sahip oldugu resimde grafik olarak gosterilmistir

1004
A 25102019-zataria multifiora-1 Sm (Mn, 2x3) Scan El+
s TIC

2.89%9

—_
=)
St
13)
2
<
O
%_
- 30.34
G 101199368
9]
g
. ;
o =
4 :
b g
© )
ﬁ -Q
o) =
o =
= E’ 29.20
3) = 48596808 O
g 2 = g g
> @ o Qo —
@) = [}
)
& 2a04 =) 55 =
18359310 8 = b
x . —
2268 2 29.78 aa)
12226464 — 15452927
3331
23.87 2519 26.78 7654495

2013262
N

2473329 4350096

Sekil 4. 23 Aromatik esansiyel yag Zataria Multiflora GC-MS, antibakteriyel
oldugunu gosteren Carvacrol ve Timol igerigi

Tablo 4. 10 ZM yaginin kimyasal bilesenleri, saklama siiresi ve % alani

Bilesenler Saklama Siiresi (RT) % Alan
B-Caryphyllene 7,84 0,47
«a -Pinene 8,06 0,43

a-Terpinene 9,45 0,14
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Tablo 4. 10 ZM yaginin kimyasal bilesenleri, saklama siiresi ve % alani(devami)

Myrcene 9,90

Carvacrol acetate 10,34
Y -Terpinene 11,02
Thymol methyl ether 11,32
Allo-Aromadendrene 14,75
Linalool 16,52
Carvacrol methyl ether 17,63
B -Pinene 19,15
Terpinene-4-ol 22,08
o-Cymene 22,60
Diethylene glycol 24,04
Spathulenol 25,14
Isoborneol 26,78
Thymol 29,78
Carvacrol 30.34

Bisabolene 33,31

0,40

0,18

0,26

0,06

0,42

1,08

0,37

2,12

0,63

15,19

0,25

0,30

2,02

25,47

48,06

0,75

ZM yaginin kimyasal bilesenleri tabloda gosterilmistir. Toplamda % 99,87 icerige

sahip olan ZM i¢in 20 bilesen olarak GC-MS alaniz sonuclari ortaya ¢ikmistir. Ana
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bilesen olarak karvakrol %50’sini olustururken icerik alani olarak %48,06

karvakrol, %25,47 timol olarak goriilmiistiir.
4.3.3  In Vitro Salim Kinetigi Bulgulari

PLA/BAC/ZM ve PLA/BAC iki formiilasyon karsilastirildiginda ZM igeren formiiliin
ila¢g salinimi 24 saat sonra % 95 lere ulagsmistir. Ayn1 zamanda kisa donem oda
kosullarinda 25 0C de bekletilen numuneler 7, 14, 21 ve 30 giin boyunca bekletilip
BAC miktar tayini yapilmistir. ZM igeren formiiliin BAC 1n stabilitesini arttirdigini

gorilmektedir. 30 giin boyunca tirtin stabil kalmistir.

Tablo 4. 11 BAC etken maddesi kiimiilatif salim ytizde degerleri

Salinan Kiimiilatif ila¢ Yiizdesi

PLA/BAC/ZM PLA/BAC
19,7 18,1
28,5 26,2
44,1 39,4
68,1 64,4
86,4 81,9
95,1 89,4

ZM nin hem salinimi hem de {riin salinimi pozitif yonde etkisinden dolay1
PLA/BAC/ZM final formiil olarak secilmistir. Tlim ila¢ salinim profili de bu formiil

icin yapilmistir.
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Tablo 4. 12 Franz Difiizyon kiimiilatif salim kinetigi matematiksel modellemesi

e log
7 Kurlrllulatlf % Kalan | Zamanin i?gi % Kiimiilatif
amarn rag aktif Kare aan zaman ilag (Wt) | Wo-Wt
( Saat) salinimi madde Kok aktif log salimm
% madde %
1 19,7 80,3 1,000 1,905 0,000 0,000 4,314 0,000
2 28,5 71,5 1,414 1,854 0,301 1,455 4,151 0,491
4 44,1 55,9 2,000 1,747 0,602 1,644 3,824 0,818
6 68,1 31,9 2,449 1,504 0,778 1,833 3,171 | 1,471
8 86,4 13,6 2,828 1,134 0,903 1,937 2,387 2,255
24 95,1 49 4,899 0,690 1,380 1,978 1,698 @ 2,944
Tablo 4. 13 Franz difiizyon kiimiilatif ila¢ salim fickian degerleri
- = - 0 ¥
Log Zaan log Kiimiilatif % Ilag FIC SD
Salinim
0,000 0,000 0 0
0,301 1,455 1,465462 0,000109
0,602 1,644 1,700196 0,003158
0,778 1,833 1,796292 0,001347
0,903 1,937 1,854594 0,006791
1,380 1,978 2,031118 0,002822
Fickian difliizyon
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500

0,000 &
0,000 0,200 0,400 0,600 0800 1,000 1,200 1,400 1,600

® log Kiimiilatif % ilag Salinim

® Fickian

Dogrusal (log Kiimiilatif % ila¢ Salinim)

Sekil 4. 24 Logaritmik kiimiilatif salim dogrusal-Fickian yasasi
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Zero order
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Sekil 4. 25 Franz Diflizyon matematiksel modeli: Zero Order

First order

S 2,500 -

o

£ 2,000 - y =-0,107x + 2,0782
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z 1,500

©
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Sekil 4. 26 Franz Diflizyon matematiksel modeli: First Order
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Higuchi
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Sekil 4. 27 Franz Difiizyon matematiksel modeli: Higuchi
Hixson
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Sekil 4. 28 Franz Difiizyon matematiksel modeli: Hixson
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Sekil 4. 29 Franz Difiizyon matematiksel modeli: Higuchi
F

Korsmeyer-Peppas
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Sekil 4. 30 Franz Difiizyon matematiksel modeli: Korsmeyer-Peppas

Salinim kinetiginin Korsemeyer Peppas denklemine gore Fitting egrisi yapilarak
salinim tipinin (n degeri) belirlenmistir. Burada belirlenen “n” degerine gore “K ve

R2” degerleri bulunmustur.
K; 1,895, n; 0,214, SSD; 0,00142, R%; 0,99746 olarak bulunmustur.

e Salim Kinetigi istatiksel analiz: Stabilite Calismasi

Tablo 4. 14 BAC etken maddesi 30 giin sonunda kalan madde % igerigi

BAC etken Baslangi¢ % kalan ilag kiitlesel igerigi

iceren NL'ler %

7.guin 14.giin 21.gin 30.gun
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Tablo 4.14 BAC etken maddesi 30 giin sonunda kalan madde % igerigi(devami)

PLA/BAC 100 97,4%5,4 PRWAYR 93,3+2,9 91,1+1,3

PLA/BAC/ZM 100 98,9+2,5 98,4+5,6 97,9+5.7 97,5£3,4

File Edt Seach Source Run Debug Consoles Projects Tools View Help

DeER“E0 rpBBGCENCEENE BX F A& €9 cuemvandad V& A
Sdtor & X Hep 8 x
(3] unttedo.oy B3 4 Souce Consdle ¥ Object v & o

1 #.coding: utf-8 -*
2 “””Stability Study:PLA/BAC™"”"
3  Created on Thursday August 27 22.15.52 2020

4
5  @author: FatihCiftci
6 “"BAC™"
7
8
9

import numpy as np
import pandas as pd
10  form sklearnlinear_model import LinearRegressionEquation as Ir
11  import matplotlib.pyplot as plt
12 data= pd. Read_csv(“Desktop/linear.csv")
13 x=data["Assay”]

14  -"versus”-

15  y=data[“Giin"]

16

17  lineerregresyon=Ir [“ModelSummary:ms”]
18

19 lineerregresyon=Ir[S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)]
20 lineerregresyon.fit[0,193382 99,65% 99,48% 97.63%]

22 lineerregresyon.predict(Coefficients)

24 lineerregresyon=Ir[Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF]

25 lineerregresyon=fit[Constant 99,160 0,226 438,53 0,000]

26 lineerregresyonresult=ms[Giin  -0,2728 0,0114 -24,02 0,002 1,00]

28 x=Assay =99,160
29 y=Giin=0,2728

31  ShelfLifeEstimation= [LS, US]
33 Lower speclimit=90 Upper spec limit=110
34 Lineerregresyon.ms= content [Shelf life = time period in which you can be 95%

35 confident that at least 50% of response is  within spec limits]

37  plt.ShelfLife(xy)
38  plt.show(Shelflife = 31,6280)

Sekil 4. 31 PLA/BAC i¢in Lineer Regresyon Denklemi terminal ekrani (Phyton
Istatistik programi)
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Shelf Life Plot

Shelf Life = 31,6280

Us = 110 | — Fitted Line

110
— 95% LB

105
==
a 100
<<

95

90 LS = 90

10 15 20 25 30 35
Gilin

LS = lower Specification, US = Upper Specification
Equation for fitted line: Assay = 99,2 - 0,273 Giin

Sekil 4. 32 PLA/BAC stabiliite sonuglari; kalan madde ve raf 6mrt stiresi

(Python Algoritmasi Gizerinde yapilmistir; LS: Alt 6zellik siniri, Shelf life: raf 6mrii)
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Fle Edt Semch Source Run Debug Consoles Projects Tools View Help
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#. coding: utf-8 -*-
“"” Stability Study:PLA/BAC/ZM"""
Created on Thursday August 27 23.00.15 2020

“""BAC"""

import numpy as np
import pandas as pd
10  form sklearn.linear_model import LinearRegressionEquation as Ir
11 import matplotlib.pyplot as plt
12 data= pd. Read_csv(“Desktop/linearl.csv”)
13 x=data[“Assay”]

2 i
2
3
4
5  @author: FatihCiftci
6
7
8
9

14  -“versus’-

15 y=data[“Giin"]

16

17  lineerregresyon=Ir [“ModelSummary:ms”]
18

19 lineerregresyon=Ir[S R-sq R-sq(adj) R-sq(pred)]
20 lineerregresyon.fit[0,0864531 98,65% 97,98% 91,13%)]

22 lineerregresyon.predict(Coefficients)

24 lineerregresyon=Ir[Term Coef SE Coef T-Value P-Value VIF]

25 lineerregresyon=fit[Constant 99,280 0,101 982,10 0,000]

26 lineerregresyonresult=ms[Giin  --0,06138 0,00508 -12,09 0,007 1,00]

28 x=Assay =99,280
29 y=Giin=0,06138

31 ShelfLifeEstimation= [LS, US]
33  Lower spec limit=90 Upper spec limit =110
34  Lineerregresyon.ms= content [Shelflife = time period in which you can be 95%

35 confident that at least 50% of response is ~ within spec limits]

37  plt.ShelfLife(x,y)
38  plt.show(Shelflife = 125,213)

Sekil 4. 33 PLA/BAC/ZM igin Lineer Regresyon Denklemi terminal ekrani (Phyton
Istatistik programi)
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Shelf Life Plot
Shelf Life = 125213

110 us =10 |— Fitted Line
- 95% LB
105
>
a 100
<L
95
920 LS = 90
0 20 40 60 80 100 120 140

Giin

LS = Lower Specification, US = Upper Specification
Equation for fitted line: Assay = 99,3 - 0,0614 Giin

Sekil 4. 34 PLA/BAC/ZM stabiliite sonuglari; kalan madde ve raf 6mrii stiresi

4.3.4  Invitro Antimikrobiyal Bulgular

e Antibakteriyel Bulgular
PLA_3 calisma grubu icin yapilan antibakteriyel ¢alismalarda PLA control grubu
olusturulup bunun iizerine diger NL’ler kullanilan mikroorganizmalar tizerinde disk
diflizyon yontemiyle inhibisyon buyiimeleri Sekil 4.35’te gosterilmistir. En iyi
ortalama biiylime kullanilan bakterilere (E.coli'ye, S. aureus'a, B. cereus'a, S.

epidermidis) kars1 PLA/BAC/ZM NL'i i¢in gerceklesmistir.
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Sekil 4. 35 PLA_3 calisma grubu antibakteriyel analizleri ve inhibisyon biliytimeleri
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4.3.5 Invitro Sitotoksisite Bulgulari
e Indirect - Direct XTT Bulgulari

Temasl1 ve temassiz XTT sitotoksisite testi 4.36’da verilmistir.
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S 60,00 H
S S s0
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20,00 20
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Sekil 4. 36 PLA_3 NL a. temasli ve b. temassiz XTT sonug goriintiileri

Temasss1z XTT calismasinda en iyi hiicre canlilik yiizdesi 123,71+9,27 ile PLA/B/ZM
olarak gorilmiistiir. Bu NL'den sonra en iyi yiizde siralamas1 PLA/B; 117,53+6,60,
PLA/ZM; 95,93+2,87 ve son olarak PLA; 94,95+1,24 olarak goriilmiistiir.

Dogrudan temasl XTT hiicre testi calismasi gorilintiisiinde hiicre canliligin ytlizdesi
olarak en iyi PLA/B/ZM; 111,19+0,23 olarak goriilmiistiir. Devaminda sirasiyla;
PLA/B; 109,45+0,15, PLA/ZM; 107,41+0,30, PLA; 100,20+0,18 olarak goriilmiistiir.

e Adezyon Goriintiileri

Adezyon goriintiileme amaci malzemelerin hiicre lizerindeki tutunmalar1 ve veya

yapismalari. Burada da gortildiigii gibi PLA/B/ZM NL numunesi hiicrelere daha fazla
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tutunmus ve dagilim gostermistir. PLA/B ve PLA/ZM birbirlerine yakin tutunma

ozellikleri gostermistir.

Sekil 4. 37 PLA_3 adezyon gorintiileri

e DAPI Goriintiileri

DAPI boyasi, temel kullanim amaci, floresan boyadir. DNA’ya link olarak, DNA'nin
kirik bolgelerine de baglanir. Adenin Timin gibi zengin bolgelere direk olarak
interloke olur. Cesitli floresan calismalarda ozellikle hiicrelerdeki cekirdek
bélgesinin boyanmasi i¢in kullanilan bir ¢alismadir. invert mikroskop calisma
sistemi ile calisan bir sistem. Hiicreler malzemelere yapistiktan sonra, invert
mikroskopla ters mercek goriintilemesiyle floresans boya ile hiicrelerin
cekirdekleri boyanarak gortntiilenmis ve hiicrenin gercekten malzemeye tutunup

tutunmadig1 gosterilmistir.
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PLA/BAC/ZM

Sekil 4. 38 PLA_3 NL DAPI goriintiileri
4.3.6 PLA_3 Calisma Grubu Tartismalar1

PLA konsanstrasyonu bu ¢alisma grubunda %8 olarak hazirlanmistir. Cozelti fiziksel
ozellikleri olan, viskozite, yogunluk, yiizey gerilimi ve iletkenlik sabiti analizleri bu
konsanstrasyon lizerinden yapilmistir. Viszkozite artisiyla yiizey geriliminin arttigi
goriilen bu calisma grubunda, NL iiretim bandindaki numunelerinde ¢o6zelti

ozellikleriyle dogru orantili olrak arttig1 goriilmiistiir.

Huang ve ark.[620] ¢ozelti viskozitesinin lif morfolojik yapisini etkiledigi diisiik
viskozite degerine sahip liflerin daha ince yapiya sahip oldugunu, yiiksek viskozite
degerine sahip numunelerin de daha kalin lif morfolojisine sahip oldugunu
incelemistir. Bu durumu destekler nitelikte ¢calismaya sahip olan Subbiah ve ark.
[143] viskozite ve ylizey gerilimindeki artis, ¢ozeltinin igneden cikisini ve taylor

konisindeki degisimleri inceleyerek gostermistir. Lyons ve ark. [621] yliksek
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viskoziteye sahip ¢ozeltilerin elektro egirme islemi sirasinda yiiksek elektrostatik
kuvvet uygulanmasina sebep olacagini gostermistir. Nitekim bu c¢alisma
kapsaminda biitiin NL’e uygulanan voltaj degeri 25 olarak belirlenmistir. Moghe ve
ark. [229] voltaj degerinin viskozite degeri ile dogru orantili1 oldugunu, ytiksek voltaj
degerinin lif yapisinda boncuklanma olusturacagini gostermistir. Nitekim bu
calisma kapsaminda PLA/BAC lif morfolojik yapisi incelendiginde tiretilen liflerin
bazi bolgelerinde boncuksu yap1 olustugu gortulmiistir. Bu duruma son olarak Zong
ve ark. [622] ve Demir ve ark.[63] yapmis oldugu calismada ¢ozelti akisindaki
vizkoelastik kuvvetin artisi polimerik lif olusumunda liflerin gerilimi igin

uygulanacak elektriksel kuvvetin de artisina sebep olacagini aciklamiglardir.

1600~ I daic)
1400 L *k ¥

1200+ % %k %k

Ortalama Lif boyutu (nm)

0 T
PLA PLA/BAC PLA/ZM PLA/BAC/ZM

Sekil 4. 39 PLA_3 NL ortalama lif boyutlar1 karsilastirmasi

% 8 olarak PLA konstantrasyonunun hazir PLA_3 grubuna ait NL'ler i¢in morfolojik
degisimler SEM ile incelenmistir. PLA, PLA/BAC, PLA/ZM ve PLA/BAC/ZM NL'leri
icin goriintileme yapilmistir. Ozellikle ZM iceren NL yapilariyla baslayan lif
boyutunda genisleme mevcuttur. Uclii kombinasyonla gerceklesen elektro egirme
sonrast lif olusumu, lif yapisindaki biiylimenin tek basina gerceklesebilecegini veya
tiimiintn birlikte bu sonuca gotiirecegini Peppas [623] calismalarinda gostermistir.
PLA/BAC/ZM lif boyutunun biiyiik olma sebebi ZM esansiyel yagin antiajan olarak
timo ve karvakrol gibi antiajan bilesenlerine sahip olmasi bunun yaninda kullanilan
bir diger etken malzeme olan BAC’1n da peptit icerikli bir antiboytik yani antiajan
oldugundan lif i¢ capinda genislemeye ve biiylimeye sebep olmustur. Ayrica ZM

yapisl itibariyle esansiyel yag olup vizkozite 6zelligi ¢6zelti hazirlanmasi sonrasi
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incelenip karsilastirildiginda PLA’ya oranla %100 PLA/BAC’a oranla %2 olarak artis
gostermistir. Ylzey gerilimlerinini hemen hemen birbiriyle ayni olan dort

numunenin gittikce artan gerilimi viszkozite ile dogru orantili gerceklesmistir.

Salim kinetigi sistemleri, etken madde ile kullanilan biyomalzeme sisteminin yapisal
ve islevsel iligkisini anlamak, belirli bir uygulama i¢in bir dagitim sisteminin basaril
bir sekilde tasarlanmasinin anahtaridir. Dahasi, katkili polimerik matrisler
gelistirmek, ¢oziinen madde tasima mekanizmalarini aydinlatmak i¢in daha saglam
matematiksel modeller gerektirir. Bu doktora calismas1 PLA_3 c¢alisma grubu
icerisinde ila¢ salim kinetigi olarak secilen biyobozunur PLA polimerlerin yapi-islev

iliskisine matematiksel modelleme ile farkli bir bakis saglamay1 amag¢lanmistir.

Genel olarak, ila¢ sisteminin difiizyon ile biyopargalanabilirligi polimerik matris
sismesi ve malzeme bozunmasinin, ilag iceren polimerik matrislerden ¢6ziinen

maddenin tasinmasi i¢in ana itici gli¢ler oldugu Gokhale [598] ileri siiriilmiistiir.

Matematiksel modellerin kullanilmasiyla, istenen ilag salim profilini optimize etmek
icin gereken NL’ler PLA/BAC ve PLA/BAC/ZM olarak belirlenmistir. Salim modelini
tanimlamak icin birka¢ matematiksel model {izerinde ¢alisilmistir. Bunlar; Zero
order, First Order, Higuchi, Hixon, Korsemeyer-Peppas salim kinetik modelleridir.
Bu modellerden yola ¢ikarak salim dogrusal egri profili (Fickian) olusturulmustur.
Bu profile gore olusturulan salim kinetik diflizyon profili Zero Order olarak
belirlenmistir. Salim profilini belirledikten sonra etken maddenin 30 giin sonunda
% olarak kalan kimilatif madde miktar1 istatiksel olarak Phyton’da analiz
edilmistir. Fu ve ark. [597] kullanilan PLA polimer malzemesinin biyozunur
oldugunu ve bu yapiya katki olarak eklenecek ila¢ etken malzemelerinin salinimi
icin Franz difiizyon matematiksel modeli gerceklestirilmesi gerektigini sdylemistir.
Bao ve ark. [624] merhem formiilasyonu gelistirmis merhem viskozitesinin yiiksek
olmasi ve emilim temas siirelerinin uzun olabilecegini goz 6niine larak in vitro salim
kinetigi modellemesini Franz diflizyon ile gerceklestirmistir. PLA_ ¢alisma grubunda
yapmis oldugumuz NL i¢in 6zellikle PLA/BAC/ZM NL’l viskozitesinin yiiksek (~300)
olmas1 ve yilizey geriliminin (~30) buna paralel biiyiikliikte olmasi iiretilen NL
icindeki emilimin fazla olmasina ve Franz diftizyon ile salim profilinde kiimiilatif %
etken madde kalim miktarini etkileycegi goriilmiistiir. Bu doktora ¢alismasi i¢inde

PLA_3 calisma grubuna ait kullanilan polimer malzeme ve etken malzemeler bu
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calisma prensibine uymustur. Salamanca ve ark.[625] yapmis oldugu Franz
difiizyon ¢alismasinda seliiloz membran pH. 7,4 ortaminda kullanilmis dogrusal
Fickian denkleminde R? degerini 0,929 bularak ¢alisma profilini Zero order
difizyonuna gore belirlemistir. Gokhale [598] salim kinetigi ¢alisma modelini
Korsemeyer-Peppas’a gore R?i belirlemis Fickian yasasi geregi 0,996 olarak
bulmustur. Baert ve ark. [626] jelleri hem deri hem de yapay deri ortaminda difiize
ederek Franz difiizyon model ile salim kinetigi olusturmus, 24 saat ol¢iimii

sonrasinda Rz degerini 0,926 bularak Korsemeyere gore salim profilini belirlemistir.

Stabilite spesifikasyon calismas1 PLA/BAC icerigi sonucunda; Alt 6zellik sinir1 = 90
Ust o6zellik sinir1 = 110, Raf omri = yanitin en az %50'sinden %95 emin
olabilecegimiz zaman aralig1 spesifikasyon sinirlar1 dahilinde Raf é6mrii = 31,6280
olarak belirlenmistir. PLA/BAC/ZM ¢alismasi soncunda; Alt ézellik sinir1 = 90 Ust
ozellik sinir1 = 110. Raf 6mrii = yanitin en az %50'sinden%95 emin olabileceginiz
zaman araligl spesifikasyon sinirlar1 dahilinde Raf 6mri = 125,213 olarak
belirlenmistir. Genel sonug¢ olarak bu PLA_3 ¢alisma grubu icin salim kinetigi NL
madde miktar1 raf 6mrt istatistigi PLA/BAC i¢in 31 giin, PLA/BAC/ZM i¢in 125 giin
raf 6mri oldugunu bu ¢alismalardan spesifikasyon araligi (%90-110) kapsaminda
en iyi calisma numunesi olarak PLA/BAC/ZM secilmesi gerektigini bizlere

gostermistir.

izokratik analiz sisteminin kullanildig1 HPLC yénteminde ve Basitrasin A'nin en az%
40'min bulundugu gorulmistir, BAC, A, B1, B2 ve B3 toplaminin% 70'inden fazla
olmadigy, erken ayristirilan peptitlerin% 20'sinden vebozunma iirtinii BAC F i¢in %
6.0'dan fazla olmayan formlarinin ticari tedavi olarak kullanilabilirligi literatiirle

uyumlu gorilmiistir.

GC-MS sonuglar1 ZM esansiyel yag1 tizerinden yapilmistir. ZM yagi; timol, karvakrol,
zatrinal iceren fenolik bilesikli br kekik benzeri bitki tiridir[627]. Z.M'nin
biyolojik etkileri esas olarak fenolik 6zelligi ile iliskilidir. ZM bilesikleri; 6zellikle
timol ve carvacrol (Sekil 4.23) [628], biyolojik ve farmakolojik olarak mantar
onleyici Dehkordi ve ark.[507], anti oksidatif stres Sharififar ve ark.[629], Kavoosi
ve ark.[630], antimikrobiyal Alizadeh ve ark.[627], Mahmoudabadi ve ark.[631],
antiinflamatuar Sajed ve ark.[632](10), imminostimiilan Shokri ve ark.[633], agr1

kesici Jaffary ve ark.[634], Aghamohammadi ve ark.[635]0zelliklere sahip oldugu
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calismalarda da gorilmistiir. Timol bileseni, mikrobiyal hiicre zarlar1 lizerinde
etkili oldugu, hem firetilen lif morfolojisi yapisinda hem hiicresel salim kinetigi
modelinde etken madde olarak ilagla olusturmus oldugu kombinasyonu hem de
antimikrobiyal c¢alismalarda etkisini gostermistir. Bu c¢alismalar goéz Ontine
alindiginda ZM kompenentleri icindeki karvakrol ve timol yapisinin ekstrasyon
edilmis bitkinin GC-MS sonuglarinda ortaya ¢ikmasi bu ¢alismanin antioksidan yara
iyilestirici biyomedikal uygulama olarak kullanilabilir yoniinde olumlu sonug

olusturmustur.

B. subtilis tarafindan sentezlenen BAC peptid antibiyotiklerden olup bakterilerde
peptidoglikan sentezini engeller. Bakteriyel hiicre duvar1 peptidoglikanin
polisakkarid zincirlerinin kros baglanmasinda rolii olan transpeptidasyon
enzimlerini inhibe ederek hiicre duvar1 sentezini 6nlemektedir. Gram pozitif
bakterilerde daha etkili olan BAC, hiicre duvari i¢in prekiirsor tasiyan lipidlerin
fonksiyonunu da bozarak inhibe etmektedir [636][637]. ZM yag1 ise hem gram
pozitif hem gram negatif bakterilere karsi etkili oldugu daha 6nceki ¢alismalarda
belirtilmistir [505], [507], [638]-[640]. Calismalarimizda kullandigimiz E.coli
bakterisi gram negatif, S.aureus, S.epidermidis ve B.cereus bakterileri ise gram pozitif
grupta bulunmaktadirlar. Kontrol grubu olan PLA'nin doért bakteri tiiriine karsi
antibakteriyel 6zelligi bulunmaktadir. Fakat sonuglarda da goriildigi gibi PLA, BAC
ve ZM yag1 kombinasyonu, kontrol grubuna gore oldukca etkili antibakteriyel
ozelligi gostermistir. Yapilan calismalarda elde ettigimiz sonuglar, yanik tedavisine
yonelik PLA, BAC ve ZM yag kombinasyonlu irini gelistirmeye tesvik edici

olmustur.
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Sekil 4. 40 PLA_3 NL antibakteriyel mikroorganizma inhibisyon zonlarinin
karsilastirilmasi

Temash ve temassiz XXT hiicre calismalar1 birbiriyle karsilastirildiginda hiicre
canlilik ytlizdesi en iyi olan ¢alisma grubu igerigi olan NL; PLA/BAC/ZM oldugu
gorulmustiir. Temash XXT testi; kullanilan liflerin hiicreler arasindaki sitotoksisite
analizleri tespit edilmistir. Temassiz dolayll XTT teste ise; malzemeler hiicre
besiyeri lizrerinde bekletilerek ortama saldig toksik etki olup olmadig1 goriilmeye
calisiimistir Bu kombinasyonu doguran sonuglardan olan PLA/BAC ve PLA/ZM
calismalarinida karsilastirdigimzda biiytime yiizdeleri birbirlerine yakin ve
sitotoksisite 6zellik gostemedikleri goriilmektedir. Yani canl tizerindeki toksik etki
oranlar1 %100’in tizerinde goriulmiis olup biyomedikal yara 6rtiisii uygulamalarda

tek basina bu ¢alismayla bile desteklenebilir goriilmiistiir.

Adezyon testinde sitotoksisite ile parallel analiz sonuglar1 icermistir. Kullanilan
adesif hiicrelerin liflere tutunmasi incelenmistir. Yani malzeme {izerinde
konformasyon bozuklugu yasamadan biiyiime olup olmadig1 incelenmistir. Eger
ortamda toksik yapi1 veya kompenent varsa hiicre biiylimesi olmadig1 incelenmistir.
Bu NL malzemelerinde hiicre adezyon goriintiilerinde malzeme tutunmalari
malzeme yapismalar1 gorilmistiir. Burada hiicre XXT textlerini destekleyen

PLA/BAC/ZM NL ¢alismasi olmustur. En fazla tutunma 6zelligi ile 6n plana ¢ikmistir.
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DAPI boyasi, temel kullanim amaci floresan boyamasi yaparak DNA’ya
link/baglanma gerceklestiriyor. Adenin ve Timin gibi zengin icerikli yapilara
baglanma gerceklestirip gerceklestirmedigi bunun yaninda hiicre ¢ekirdegine
Ivortir mikroskop(ters mikroskop, objektif altta, 1s1k kaynag1 yukarda) yardimiyla

tutunmalarin buyiumelerin gerceklesip gerceklesmedigi goriilmustiir.

DAPI gorintiilerinde PLA_3 calisma grubu icin istenen sonuclar elde edilmis
gorinmustir. Hicre c¢ekirdegi uzerinde malzemenin hiicresel tutunmayi
goruntilemek amaciyla yapilan bu boyama ¢alismasinda en iyi hiicresel tutunmay
PLA/BAC/ZM NL'inde goziikmiistiir. PLA/ZM ve PLA/BAC NL'leri i¢in birebir ayni

sonuglar mevcuttur. Malzemenin hiicresel tutunmasi gayet basarili sonu¢glanmigtir.
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5

SONUC VE ONERILER

PLA_1 Calisma Grubu Sonug ve Oneriler

Farkli konsantrasyonlara sahip PLA ¢ozeltilerinde konsantrasyon miktari
arttikca viskozite degerleri artis gostermistir..

Her bir konsantrasyon degeri icin boncuksuz homojen fiber dagilimi elde
edilirken, 5 ve 8'lik konsantrasyonlarda NL boyutu 303,01 + 69,74 ve 405,24
+ 125,57 olarak ol¢lilmiistiir.

5 ve 8’lik PLA konsantrasyonun ilag¢ katkilanmasi ile NL boyutunu %4 ve %7
oranlarinda azaltmistir.

Elektro egirme isleminde Akis hiz1 ve voltaj degisimi gerceklestirilmisken en
iyi elektro egirme parametreleri akis hiz1i 0.5 mL/s voltaj 10 kV olarak
belirlenmistir.

ila(; katkih %8’lik PLA konsantrasyonu 375,57+78,37 lif boyutunda
antibakteriyel analizi gram - E.coli bakterisine karsi en iyi etkiyi gostermistir.
Elektro egirme islemindeki parametreler; uygulanan voltaj, akis hiz1 olarak
belirlenmistir.

Antibakteriyel analizlerde PLA hi¢bir mikroorganizma iizerinde biiyltime
gerceklestirmemis, PLA/ila¢ NL ise gram - ve gram + mikroorganizmasi olan
E.coli ve S.thypi iizerinde inhibisyon degerleri goriilmistiir.

NL i¢in mekanik testler uygulanabilir

Kullanilan etken ilag¢ katkisi icin salim kinetigi profili olusturulabilir.

Salim profili belirlenmis NL i¢in hiicre testi gerceklestirilebilir.
PLA_2 Calisma Grubu Sonug ve Oneriler

Hummers metotu kullanilarak GO tiretimi gerceklestirilerek PLA polimerine
katkilanmistir.

GO FT-IR sonuglarinda -CH stretching, C=0 stretching, C-O stretching ve C-H
benging baglar tespit edilmistir.
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GO XRD sonuclarinda Grafit icin 26=26,4636° ve GO icin 26=10,5524°
degerlerinde goriilmektedir. Grafit yapisinda var olan 26,4636° pikinin
oksidasyon sonrasinda GO’da goriilmemesi, bunun yerine 10,5524° pikinin
olusmasi literatiirdeki sonuglarla uyusmakta ve GO yapinin diizgiin olarak
elde edildigini gostermistir

GO Raman spektrumunda beklendigi gibi D piki 1330 cm! ve G piki de 1601
(cm-1) de gorilmektedir. D pikinin siddeti (ID) diizensiz yapilarin derecesini,
G pikinin siddeti (IG) dizenli yapilarin siddet degerini vermektedir.
Literatiirde belirtildigi gibi karbon esasli materyallerin ID/IG oran1 0,95-1,22
araliginda olmasi beklenmektedir. Bu ¢alismada ID/IG orami 1,12 olarak
bulunmus ve GO varligi dogrulanmistir.

GO PLA’ya eklenmesiyle (PLA-G) ¢ozelti iletkenlik artis gosterirken, PLA-G1
(GO-Se) Se katkisiyla iletkenlik diismiistiir.

PLA-G’ye ila¢ katkilamas1 (PLA-G2) ortalama nano lif boyutunu diisiirtirken
PLA-GO-CLA-Se (PLA-G3) ortalama lif boyutu 642 * 173,79 nm olarak
Olcilmistr.

Salim kinetigi testinde kiimiilatif % CLA salim degeri 8. saat sonunda %74,3
olarak odlciilmis, 24. saat sonunda % 80,4 olarak tespit edilmistir.
Antibakteriyel testlerde PLA-G3 ve PLA-GZ nano liflerinin biitiin
mikroorganizmalar {izerinde inhibisyon biiylimesi olarak etkin artis
gosterdigi gozlenmistir.

Hiicre XTT sitotoksisite testlerin her bir malzeme i¢in toksik etki
gozlenmemistir. Hiicre canlilig) olarak en iyi % biiytime PLA-G (GO) oldugu
gozlenirken, GO kullanim amaci olan PLA’'nin hidrobofik yapisini hidofilik
olarak hiicresel tutunmalarda ortaya koymustur.

CLA i¢in yapilan salim kinetigi calismalarinda PLA-G3 NL'I kiimiilatif ila¢ %
olarak % 80,4 olarak salim yaparak PLA_G2'nin %74,2’sinden daha iyi bir
sonug elde ettigimizi gostermistir. Bu sonugla PLA-G3 icindeki etken CLA en
fazla yiizdesel olarak salinim yaptig1 goriilmiistiir.

Antibakteri testlerinde mikroorganizmalar iizerinde en iyi inhibisyonu
gerceklestiren NL'ler PLA-G2 ve PLA-G3 olarak goriilmiistiir. Ozellikle gram
- olan E.coli ve gram + olan S.epidermidis mikroorganizmasi tizerindeki

biiylime degerleri bu c¢alismanin amacina hizmet etmistir. E.coli
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mikroorganizmasi lizerinde; PLA-G2; 22 mm, PLA-G3; 24 mm inhibisyon,
S.epidermidis mikroorganizmasi iizerinde; PLA-G2; 32 mm, PLA-G3; 30 mm
inhibisyon olarak 6l¢tilmiistiir.

Hiicre sisotoksisite testlerinde hi¢cbir NL numunesi toksik etki
gostermemistir. Canlilik % karsilastirildiginda PLA; 80, PLA-G; 83, PLA-G1;
79, PLA-G2; 75, PLA-G3; 70 olarak gorulmustur.

Adezyon testinde, PLA-G NL malzemesinin hiicrelere tutunmasi daha fazla
oldugu goriintiilenmistir. GO icerikli PLA-G lifi, PLA polimerinin hidrofobik
yapisini hidrofilige ¢evirdigi diger bir deyisle PLA polimerinini malzeme
tutunmasini arttirdig1 gorulmustiir.

In vitro hayvan testleri yapilabilir.
PLA_3 Calisma Grubu Sonug ve Oneriler

Rotary ile ZM esansiyel yag elde edilip, GC-MS kullanilarak ZM antioksidan
kompenetlerinin ana bilesen olarak karvakrol %50’sini olustururken igerik
alani olarak %48,06 karvakrol, %25,47 timol olarak gorilmiistiir. ZM, 20
bilesenle toplamda % 99,87 antioksidan oranina sahip oldugu analiz
edilmistir.

%38 PLA’ya elde edilen antioksidan ZM ve ila¢ (BAC) malzemeleri eklenmistir.
PLA vizkositesi 123,0 iken, ZM ve BAC katkilariyla beraber artis gostermistir.
PLA’nin baslangig iletkenligi 2,6 uS/cm olarak 6l¢iilmiisken, PLA/BAC/ZM
kombinasyonunda bu durum %50 oraninda artis gostermistir.

PLA ortalama nano lif boyutu 660,21 + 166,79 6lciiliirken PLA/BAC/ZM nano
lif ortalama boyutu 810,25 * 114,16 olarak 6l¢iilmustir

ZM/BAC nano lif yapisinin Franz diflizyon matematiksel salim kinetik
modeli Zero order olarak ortaya cikarilmis, raf 6mri icin antibakteriyel
koruma etkisi yapilmadigi i¢cin Pyhton lizerinden analiz edilerek raf 6mriiniin
125 giin olarak tespit edilmistir.

Antibakteriyel testlerde PLA/BAC/ZM NL bitiin mikroorganizmalar
tizerinde en iyi inhibisyon bliylimeyi gostermistir.

Hiicre XTT sitotoksisite testlerinde, adezyon ve DAPI sonuglarinda kullanilan

PLA/BAC/ZM nano lifi hiicrelere ¢ok iyi derecede tutundugu gézlenmistir.
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% PLA_3 ¢alisma grubuna PLA_2'den GO ve/veya Se katkisi calismasi alinip
malzeme kombinasyonu degistirilebilir.
% PLA_3 ¢alisma grubu i¢in In vivo hayvan testi yapilabilir
¢ PLA_3 ¢alismasi icin 3 farkli yayin ¢iktisi olabilir.
= PLA/BAC yara ortisu uygulamalarn
= PLA/BAC/ZM yara ortiisu uygulamalari
» PLA/BAC/ZM Franz difiizyon salim kinetigi modellemesi
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