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OZET
Yiksek Lisans Tezi

BIYOMEDIKAL UYGULAMALAR ICIN NANOFIBER YAPIDA CIFT TABAKALI
YARA ORTU MALZEMESI URETIMI VE KARAKTERIZASYONU

Ayse Nur EROGLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman : Prof. Dr. Ayla CALIMLI
Es Danigsman: Doc. Dr. R. Seda TIGLI AYDIN

Sunulan tez g¢aligmasinda, kronik yara defektlerindeki dermis tabakasinin iyilesme
stirecinde surekli yenilenerek kullanilabilen yara ortiistiniin tasarimi ve tiretim agisindan
etkin parametrelerin belirlenmesi amaglanmistir. Cift tabakali membranlarin alt tabakasi
jelatin bazli biyobozunur malzemeden, {ist tabakasi ise poli-2-hidroksietil metakrilat
(PHEMA) bazli polimer c¢ozeltisinden elektroegirme yontemi ile elde edilmistir.
Uretilen nanofiber membranlar; SEM, FTIR-ATR, sisme deneyleri, mekanik dayanim
testi ve Dbiyobozunurluk c¢aligmalar1 ile karakterize edilmistir. SEM analizi
gorlntiilerinden fiberlerin morfolojisi incelenmis ve ortalama c¢aplar1 hesaplanarak
membranlarin iiretimde en uygun elektroegirme parametreleri belirlenmistir. PHEMA
nanofiberlerin liretiminde, parametrelerin fiber caplarina etkisi yanit yiizey yontemi
(RSM) ile incelenmistir. Cift tabakali nanofiber membranlarda ampisilin (AMP) miktari
arttikca fiber ¢aplarinda artma oldugu ve fiber caplarinin yaklagik 270 nm ile 1125 nm
arasinda degistigi belirlenmistir. FTIR-ATR analizi ile membranlarin yiizey kimyasal
yapilar1 incelenmistir. Membranlarin sisme analizleri yapilmis ve su alim kapasiteleri
(% 1100 - % 1700) AMP yukli membranlarda, bos membrana gore daha yuksek
cikmistir. Mekanik dayanim testi ile membranlarin ¢ekme mukavemetleri ve elastik
modiilleri belirlenmistir. Biyobozunurluk c¢alismalariyla membranlardaki fiberlerin
yapilarinin degistigi SEM analizleri ile belirlenmistir. Yapilan mikroorganizma
caligmalarindan Escherichia coli bakterisiyle karsilastirdigimizda Staphylococcus
aureus bakterisine karsi membranlarin daha duyarli oldugu saptanmistir. AMP yukli
cift tabakali membranlardan antibiyotigin kontrollii salimi1 gergeklestirilerek, yapilan
nicel 6lgimler sonucunda kiimiilatif salim verimliliginin bazik ortamda (pH: 8.0 ve pH:
8.5) daha yiiksek ¢ikmasi salimin bu ortamda daha iyi oldugunu gostermektedir. Elde
edilen sonuclar, pH duyarli ve antimikrobiyal etkili nanofiber yapida gift tabakali yara
oOrtl malzemesinin basarili bir sekilde tiretildigini géstermektedir.

Haziran 2014, 92 sayfa

Anahtar Kelimeler: Nanofiber, ¢ift tabaka, poli-2-hidroksietil metakrilat (PHEMA),
ampisilin (AMP), yara 6rtii malzemesi, elektroegirme, deri doku miihendisligi.



ABSTRACT
Master Thesis

SYNTHESIS AND CHARACTERIZATION OF THE DOUBLE-LAYERED
WOUND DRESSING MATERIAL IN NANOFIBER STRUCTURE FOR
BIOMEDICAL APPLICATIONS

Ayse Nur EROGLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Ayla CALIMLI
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. R. Seda TIGLI AYDIN

The aim of the study is to design a renewable wound dressing during healing of chronic
wound defects and to determine effective parameters in terms of production. The lower
surface of double-layered membranes was produced from gelatin based biodegradable
material and the upper surface of them was produced from poly-2-hydroxyethyl
methacrylate (PHEMA) based polymer solution by elecrospinning method. Nanofiber
membranes were characterized by SEM, FTIR-ATR, swelling tests, mechanical strength
test and biodegradation studies. The morphology of fibers was evaluated from SEM
analyses images and the most appropriate electrospinning parameters were determined
in membranes production by considering the calculation of average diameters of these
fibers. In PHEMA nanofiber production, the effect of parameters on fiber diameters was
evaluated by reply surface method (RSM). Results showed that by increasing the
ampicillin  (AMP) amount in the double-layered nanofiber membranes the fiber
diameters increase. Estimated fiber diameters were ranging from about 270 nm to 1125
nm. The chemical structure of membrane surfaces was examined by FTIR-ATR
analysis. Swelling experiments were performed. The water absorption capacity (1100 %
- 1700 %) was higher in the AMP loaded membranes than unloaded membranes.
Tensile strengths and modules of the membranes were determined by mechanical
strenght test. In biodegradability studies, changes in fiber structure of the membranes
were determined by SEM analysis. In microorganism studies, it was determined that
membranes were more sensitive aganist to Staphylococcus aureus than Escherichia coli.
Based on the quantitative measurements by controlled release of antibiotic from AMP
loaded double layered membranes, cumulative release efficiency was found to be higher
in basic environment (pH: 8.0 and pH: 8.5). The results obtained showed that pH-
sensitive and antimicrobial effective double layered wound dressing materials in
nanofiber structure which can be applied to injured area was produced successfully.

June 2014, 92 pages

Key Words: Nanofiber, double layer, poly-2-hydroxyethyl methacrylate (PHEMA),
ampicillin (AMP), wound dressing material, electrospinning, skin tissue engineering.
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1. GIRIS

Viicut ile dis ortam arasinda koruyucu bir ara yiiz olan deri dokusu viicudumuzda en
cok zarar goren organdir. Deri dokusunun geri kazanilmasi i¢in uygulanan klasik tedavi
yontemleri sonucunda saglikli deri dokusunda kayip meydana gelmekte, beklenmeyen

kozmetik sonuglar ortaya ¢ikmakta ve iyilesme haftalar siirebilmektedir.

Deri doku kayiplar tedavileri i¢in doku tahribatina neden olmadan yaradan rahatga
cikarilabilen, yara iyilesme siireci igerisinde degistirilmeyecekse biyobozunabilen
yapiya Ve uzun sireli kullanimlar i¢in antimikrobiyal 6zelige sahip ideal bir yara Ortiisii
uretimi i¢in yeni yaklagimlar gelistirilmesi konusunda tiim diinyada yogun arastirma
faaliyetleri sturdurtlmektedir. Bu yaklasimlar deri doku kayiplarinin onarimina yonelik
olarak hazirlanan "yara Orti malzemeleri"dir. Giiniimiizde kullanilan yara ortiileri,
sadece yaray1 kapatmakla kalmayip, ayn1 zamanda dermis yenilenmesini uyararak yara
iyilesmesi siirecine katkida bulunmasi sonucunda 0zellikle yaniklarda ve diyabetik iilser
gibi hastaliklarin  tedavisinde geleneksel tedavi yoOntemlerine gore {stiinlik

saglamaktadir.

Yara ortli malzemeleri, yiiksek gozeneklilik ve uygun mekanik dayanim ozelikleriyle
beraber, biyouyumluluk ve biyobozunma 06zeliklerine sahip olan biyomalzemelerden
uretilmektedir. Yara ortiileri, su buharlagmasini kontrol eder, yiiksek oksijen
gecirgenligi saglar ve yara eksudasini ortamdan uzaklastirir.  Bununla beraber,
uretilecek olan yara orti malzemeleri, yara dokudaki nano Olcekte fibréz yapilardan
olusan hiicre dig1 matris (extracellularmatrix, ECM) yapisina benzer nitelikte olmalidir.

Bu nitelikte iiretebilmek icin en iyi yontem elektroegirmedir (Lannutti vd. 2007).

Yara Ortii materyallerinin kullanim alanindaki en biiyiik kisitlamalardan biri kullanilan
malzemelerin uzun siireli kullanimlar i¢in antimikrobiyal 6zeliklerinin olmayislaridir.
Bu noktada, Uretilen yara ortlisi malzemelerinin uygun bir antibiyotik ajan ya da giimiis
nanopartikiller gibi antimikrobiyal etkileri kanitlanmig ¢esitli malzemelerin
kullanilmas1 6ngoriilmiistiir (Liu vd. 2010, Xu ve Zhou 2010) . Kronik defektlerde, yara
orti materyallerinin uzun sureli antimikrobiyal &zelige sahip olmasi biiyik &nem

tasimaktadir. S6z konusu uzun slreli antimikrobiyal 6zelik, malzemenin diisiik



yapiskanlik 6zeligiyle beraber, malzemeden ¢esitli ilaglarin kontrollii salimi
gerceklestirilerek saglanabilir. Olas1 bir enfeksiyon karsisinda nakledilecek ilacin, tek
seferde yliksek dozda verilmesi yerine kontrollii saliminin gergeklestirilmesi ile etkinligi
yiiksek bir korunma saglanabilir. Bu amacgla bircok yap1 kullanilmakta olup, bu
sistemlerden 6zelikle pH duyarli akilli polimerler 6n plana ¢ikmaktadir. Saglikli derinin
ve iyilesmis yaralarin pH degerleri 5’in altindadir. Yara iyilesim siirecinde bir
komplikasyon meydana geldiginde bu pH degeri yiikselmeye baslar. Yara bolgesindeki
pH 6.5-8.5 aralig1 ise bir enfeksiyon olduguna isarettir (Méarz vd. 2011).

Sunulan tez caligmasinda deri doku rejenerasyonunda etkinligi kanitlanan jelatin bazli
nanofiber membranin (zerine antibiyotik yikli PHEMA-PAA nanofiber membranin
tiretilmesi sonucunda ¢ift tabakali bir yara ortii malzemesinin iiretimi yapilmistir. S0z
konusu hedef dogrultusunda bir taraftan doku olusumu desteklenirken diger taraftan pH

degisimi karsisinda kontrollii antibiyotik salimi gergeklesmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER

Bu boliimde tez calismasinin temelini olusturan konularla ilgili literatiir bilgisine yer
verilmistir. Oncelikle deri doku miihendisligi ile ilgili olarak derinin islevi ve yapisi,
yara tipleri ve yara iyilesmesi, yara Ortiileri hakkinda bilgiler verilmistir. Ardindan doku
mihendisliginde kullanilan biyomalzemeler, elektroegirme ydntemi ve sistemin
kullanilmasi ve yanit yiizey yontemi (RSM) ile ilgili agiklamalarda bulunulmustur. Son

olarak yapilan siireli yayin arastirmalar1 anlatilmistir.

2.1 Deri Doku Miihendisligi

Kazalar ya da c¢esitli hastaliklar sonucunda organ ve doku hasarlari meydana
gelmektedir. Bu hasarlar biyolojik ya da yapay bilesenler yardimiyla giderilebilir. Doku
miithendisligi de bir bilim dali olarak bu hasarlara alternatif ¢éziimler iiretmektedir.
Doku miihendisligi terimi Kaliforniya Universitesi’nden Dr. Y.C. Fung tarafindan 1987
yilinda ilk kez dile getirilmistir. Doku ve organ kayiplarinin artmasiyla beraber gercek
anlamda 1990’larin basindan itibaren bu konudaki miihendislik yaklagimlari
yayginlagsmaya baglamistir. Geleneksel tedavi yontemlerinin yetersiz kalmasi nedeniyle
doku miihendisligi yaklasimi 6n plana ¢ikmistir. Bu yaklasimin temel bilesenleri hedef
dokuyu olusturabilme potansiyelinde olan hiicreler, dogal ve sentetik polimer bazli yap1

iskeleleri ve biyosinyal molekulleridir (Glimiisderelioglu 2007) .

Doku miihendisliginde siklikla kullanilan doku iskelesi terimi ise yapay bir "hiicre dis1
matris"dir (extracellular matrix=ECM). ECM, hiicreler i¢in fiziksel destek saglamasinin
yanisira, hiicre gelismesi, farklilasmasi ve fonksiyonlar1 agisindan onemli bir role
sahiptir. Ornegin genis capli bir doku hasarinin, hasarli bélgeye hiicre yerlestirilmesi ile
giderilmesi olanig1 yoktur. Bu nedenle yapay bir ECM olusturacak bir iskelenin
hiicrelerle birlikte bu bolgeye yerlestirilerek hasarli bolgenin onarimi saglanir

(Giimiisderelioglu ve Demirtas 2011).

Doku miihendisliginin 6nciil ¢alisma alanlarindan biri olan deri doku miihendisligi ise

deri doku kayiplarinin onarimina yonelik arastirmalar yapan bir alt disiplindir. Bu alan,



yara onarimi tedavileri i¢in yara Ortii malzemelerinin {iretimine odaklidir (Chen vd.

2008).
2.1.1 Derinin islevi ve fizyolojik yapisi

En biiyiik duyu organimiz olan deri viicudumuzun disin1 tamamen kaplayarak fiziksel
bir bariyer olusturmaktadir. iki boyutlu geometriye sahip olan deri viicut 1sisin1 ayarlar,
solunum ve bosaltima yardimci olur ve viicudu dis etkilerden korur. Deri baslica ii¢
tabakadan olugsmustur. Hipodermis, dermis ve epidermis olmak {izere en alttan en iistte

dogru siralanmaktadir (Sekil 2.1).

Hipodermis, deri alti tabakasi dermisin altinda bulunur. G6z kapaklari haricinde
vucudun birgok bolgesinde 1-2 mm kalinliginda bulunmaktadir. Dermisin derin
katlardaki devamini olusturup gevsek bag dokusu igerir. Hipodermis yani subkditan
doku yag, ter ve geri kalan kil folikiillerini igerir. Ozellikle yag metabolizmasinda
onemli rolii vardir. Ayrica fiziksel soka karst mekanik korumada saglamaktadir (Rizzo

2001).

Dermis, asil deriyi olusturan alt deridir. Hipodermisle arasinda kesin bir sinir olmadigi
i¢cin kalinlig1 kesin bir sekilde dlgiilmez. Ortalama kalinlig1 1-2 mm’dir. Lifli ve damarh
bir yapiya sahiptir. Bag dokusu, sebasoz bezler ve bazi kil folikiillerini igerir. Deriye
mekanik destek saglamaktadir. Bol kanla beslenir ve epidermisin beslenmesini saglar

(Rizzo 2001).

Epidermis, derinin en distaki tabakasini olusturan tist deridir. Keratinosit ad1 verilen
hicrelerden olusur. Viicutta yaklasik olarak 0.06-0.12 mm degisen kalinliklarda
viicudun boliimiine, yasa ve cinsiyete bagli olarak degisir. Mekanik hasar, kuruma,
mikrop ve su girisini 6nler. UV 1sinlarina karsi koruma saglar. Kan damarlari igermeyen
bu tabaka duzenli olarak kendini yenileyebilir. Epidermis kendi ig¢inde dort farkli
katmandan olusur. En alt tabaka tek sira hiicrelerden olusan bazal tabakadir (stratum
basale). Daha sonra spinozum (malpighi) tabakasi (stratum spinosum) ve graniiler
tabakasi (stratum graniilosum) gelir. En {istte ise nerdeyse 6lmiis hiicrelerden olusan

korneum tabakasi (stratum corneum) gelir (Rizzo 2001).
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2.2 Yara Tipleri ve Yara Iyilesmesi

Yara; mekanik, termal, elektriksel ve kimyasal zedelenmeler, tibbi ya da fizyolojik
rahatsizliklarin altinda yatan nedenler sonucu deri ya da doku bitlnligiiniin kaybolmasi
olarak tanimlanabilir (Altay ve Basal 2010). Doku kaybinin olup olmadigina gore
yaralar siiflandirilabilir. Doku kaybinin olmadigi yaralar yani kapali yaralar derinin
biitiinliigli bozulmadan herhangi bir darbe nedeniyle deri altindaki dokularda kanamanin
olusmasidir. Doku kaybinin oldugu yaralar ise agik yaralardir. Deri katlarinin bir

kisminin ya da tamaminin hasara ugramasi ya da kaybedilmesi s6z konusudur.

Yara iyilesmesi travmalar sonucu meydana gelen hasarlarin giderilerek yeni dokunun
olugmasi i¢in bir¢cok fizyolojik ve hiicresel aktivitenin organize sekilde g¢alismasi
strecidir. Bu sure¢ Uc¢ temel evreden olusur. Bunlar: inflamasyon, proliferasyon

(¢cogalma evresi) ve maturasyon evreleridir.

Inflamasyon evresi: Yaralanmadan sonra hemen baslayip, yaklasik olarak 72 saat
stirmektedir. Alinan hasar sonucunda kan damarlarmin biitiinliigii bozulur ve kanama

meydana gelir. Hemostazis yani kanamanin durdurulmasi gerekmektedir. Kan
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pihtilasma sistemini aktive ederek 72 saat igerisinde trombositlerden trombosit tabanli
bliylime faktorii (PDGF), trombosit aktivasyon faktorii (PAF), tromboksan salimi
gerceklesmektedir (Velnar vd. 2009).

Proliferasyon evresi: Yaralamadan sonra 3. giin baslar ve yaklasik iki hafta siirer.
Dontistiiriicti bityime faktorii (TGF-B) fibroblastlar1 yaraya dogru harekete gegirir. Bol
damarlardan olusan graniilasyon dokusunun meydana gelebilmesi i¢in fibroblastlar
tarafindan kollojen ve proteoglikan f{iretilir. Bu doku olustuktan sonra dokudaki
fibroblastlar farklilasarak miyofibroblastlar olusur ve bu yapilar yara alanin kii¢iilmesi
saglar. Yara iyilegsme islemi siiresince yer degistirip kan pihtilarindan elde edilen

aminoasitleri substrat olarak kullanarak fibroblastlar sayica ¢ogalir (Brown vd. 2011).

Maturasyon evresi: Yara iyilesme siirecinin son basamagi onarim evresidir. Bu slire¢
olduk¢a uzundur. Yaklasik 1 ya da 2 yil siirebilir. Bu evrede fibroblastlarin sayis1 azalir
ve kollojen iiretimi dengeye gelir. Kollojen fibriller olgunlastik¢a yara bolgesindeki
hiicre yogunlugu azalir. Hiicresel ve damarli yapiya sahip olan graniilasyon dokusu daha

az hiicre ve damara sahip skar dokusuna dontisiir (Velnar vd. 2009).

2.3 Yara Ortuleri

Deri doku kayiplarinin onarimina yonelik olarak hazirlanan yara ortii malzemeleri igin
arastirmalar M.O’ki yillara kadar dayanmaktadir. Arastirmalara gore ilk ¢alismalar Cin
ve Misir’da yapilmigtir. Bitki lifleri yarayr kapatabilmek icin kullanilmistir. 1800l
yillarin basinda keten sargilar, sonlarinda ise emici pamuklu yiin yaralar1 tedavi amacl
kulanilmigtir. 1962 yilinda Winter’in domuz yaralariin kapatilmasi igin polietilen film
sargt kullanarak yara Ortiileri konusunda devrim niteliginde bir ¢alisma
gerceklestirmistir. Son yillarda ise yara Ortli materyalleri film, jel, sprey ve kopiik

yapilarinda tiretilmistir (Cakal 2004).

Yara ortiileri ozellikle yaniklarda, ayak, bacak ile diyabetik iilser ve epidermolisis
bullosa hastaliklarinin tedavisinde son yillarda siklikla kullanilmaktadir. S6z konusu
hastaliklarin tedavileri i¢in kullanilan yara ortiileri hem biyobozunur, hem de istenilirse

belli bir siire sonra degistirilebilen malzemelerden elde edilebilmektedir. Ideal bir yara



Ortlistiniin hasar gormiis deri dokusunda kullanilabilmesi i¢in sahip olmasi gereken
ozelikler asagida maddeler halinde verilmistir. Yara Ortusu;
e Yara ylizeyinde siv1 birikimini engellemek icin yiiksek su buhart gecirgenligine
sahip olmal,
e Yaradan ¢ikan sizintilar1 ve toksik maddeleri absorbe edebilmeli,
e Optimum gaz gecirgenligi, sicaklik ve pH saglamali,
e Bakteriler ve mikroorganizmalar icin engel olusturmali,
e FElastik olmali ve mekanik koruma saglamali,
e Toksik ve alerjik olmamali,
e Dokuya uygunluk saglamali,
e Doku tahribatina neden olmadan yaradan rahat¢a ¢ikartilabilmeli, yara iyilesme
stireci icerisinde degistirilmeyecekse biyobozunabilir 6zelikte olmali,
e Yara kokusunu kontrol edebilmeli,
o Sterillenebilmesi kolay olmali,

e Ekonomik olmalidir.

2.4 Yara Ortiisii Cesitleri

Giiniimiizde deri defektlerinde kullanilmak iizere birgok yara Ortl malzemeleri vardir.
Bu malzemeler ii¢ sekilde siniflandirilabilir. Bunlar:

1.Geleneksel ortler

2.Biyolojik orttler

3.Modern yara ortuleri

2.4.1 Geleneksel ortiler

Giliniimiizde yaygin olarak kullanilan bu gruptaki malzemelere gazli bezler ve bunlarin
pamuk kompozitleri drnek olarak verilebilir. Bu malzemeler yara iyilesim siirecinde
yara yiizeyine yapistiklar1 igin degistirilme esnasinda yeni olusan dokulara zarar
verirler. Bu nedenle diisiik yapisma egilimi gOsteren yeni materyaller gelistirilmistir.

Ornegin; dis tabakas1 poliamid ya da viskon liflerden, i¢ tabakasi ise pamuk liflerden



olusan materyaller diisiik yapisma 6zeliklerinden dolay1 yaradan kolaylikla ¢ikarilabilir;

ancak yara i¢in nemli bir arayiizey olusturmazlar (Altay ve Basal 2010).

2.4.2 Biyolojik orttler

Elastin ve lipid iceren Kkollojen yapraklara sahip dogal ortiilere biyolojik 6rtuler denir
(Cakal 2004). Deri doku transplantasyonlari yaralarin kapatilmasi i¢in uygulanan
yontemlerden biridir. Biyolojik Orti materyalleri olan deri greftleri verici (donor)
alandan tamamen ayrilarak alic1 alana taginan ve orada yeni olusan kan damarlar ile
beslenerek canliligin1 devam ettiren deri dokularidir (Dalkiranoglu 2011). Deri greftleri
biyolojik olarak; otogreft, allogreft, izogreft ve zenogreft seklinde siniflandirilabilir.
Biyolojik ortulerin en biiyiik dezavantaji genis ve biiyiik yaralar1 kapatabilmek icin

donor alan yetersizliginin olmasidir.

2.4.3 Modern yara Ortuleri

Geleneksel ve biyolojik ortiilerin ¢esitli nedenlerle kullanimlarinin kisithi olmasindan
dolayr yara Ortii materyallerini gelistirmek i¢in ¢aligmalar giiniimiizde halen devam
etmektedir. Modern yara Ortiileri olarak bilinen bu calismalarda amag yara g¢evresini
gerektigi kadar nemli tutarak yara iyilesmesini kolaylastirmaktir. Modern yara ortiileri

yapildiklari materyaller gbz oniline alinarak siniflandirilir. Bu yara ortiileri; alginatlar,

film tabakalari, hidrojeller, hidrokoloidler ve kdpuklerdir (Sekil 2.2).

Alginat értaler: Aljinik asidin sodyum ve kalsiyum tuzlarindan yapilan bu ortiiler essiz

iyon degisim Ozeligine sahiptirler (Altay ve Basal 2010). Bu 6zeligiyle hidrofilik aljinat
jeli, yara iyilesmesi i¢in nemli yara ortami saglamaktadir. Bu ortiiler yapiskan degildir
ve kullanimi kolaydir. Ayrica yiiksek su absorpsiyon oOzeliginden dolayr yara
yiizeyindeki sizmtilart Snlemektedir. Aljinat ortilere 6rnek olarak Sorbsan™,

Kaltostat™ ve Tegagen™ verilebilir.

Film tabakalar: Hidrofilik poliiiretan membranlar bu gruptadir. Su ve oksijen

gecirgenligi yiiksek olan membran elastik degildir; ancak 1slak yara yiizeyine

uygulandiginda, suyu absorbe ettigi icin elastik hale gelir (Cakal 2004). Yar1 gecirgen



filmler yara ve ortam arasinda gaz degisimini saglayarak havayla tasinan bakterilerin

yaraya bulasmasini onler.

Hidrojel ortiuler: Sivi ortamda ¢oéziinmeyip sisen hidrofilik yapilardir (Cakal 2004).

Jelatin, polisakkarit, polivinilalkol, polietilenoksit gibi materyaller polimerle ¢apraz bag
yaparak meydana gelmektedir. Bu Ortiiler yara yilizeyine yapigmayip, yliksek

™
I

absorbsiyon kapasitesine sahiptir. Nu-gel™ ve Purilon™ hidrojel ortiilere 6rnek

verilebilir.

Hidrokoloid o¢rtuler: Klinik olarak kullanimda diger ortiilere gore daha ok tercih

edilir ¢linkii hem nemli hem de kuru yara yiizeylerine yapisabilirler (Altay ve Basal
2010). Bu ortiiler jel formundaki materyallerin elastomer ve yapisan materyallerle
kombinasyonu sonucu elde edilir. Comfeel ™, Granuflex™ ve Aquacel™ hidrokoloid

ortulere 6rnek verilebilir.

Kopukler: Yiiksek su absorbsiyon kapasitesine sahip ve elastik 6zelikte olan gozenekli
materyallerdir. Bu yara ortiileri silikon ve poliliretan bazli olabilirler. Lyofoam®,

Allevyn ® kopuk ortllere drnektir.



e f)
Sekil 2.2 Modern yara ortiisii gesitleri (Altay ve Basal 2010)

a. Kalsiyum alginat yara Ortlisii, b. Transparan politretan film, c¢. Hidrojel yara értusi, d. Hidrokoloid
yara 0Ortlisi, e. Silikon bazli k6pUk yara ortlsu, f. Politiretan képuk yara értusi

2.5 Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyomalzemeler

Doku miihendisliginde 6zellikle biyobozunur polimer malzemeler kullanilmaktadir.
Kullanilacak biyomalzemeler hiicre dis1 matris (ECM) gorevini iistlenerek hucrelere
destek saglayan ve yapay organ ya da dokunun iskeletini olusturacaktir.
Biyomalzemeler; metalik, seramik, polimerik, kompozit malzemeler olmak Uzere dort
baslik altinda gruplandirilmaktadirlar. Polimerik malzemeler ise dogal ve sentetik
olmak {iizere iki gruba ayrilir. Deri doku miihendisliginde siklikla kullanilan dogal
biyobozunur polimerler; jelatin, kollojen, aljinat, kitosan, ipek fibroin, elastin olarak
siralanabilir (Blitterswijk 2008). Sentetik polimerlerde ise polikaprolakton (PCL), poli-
2-hidroksietil metakrilat (PHEMA), poliakrilik asit (PAA), poli(glikolik asit) (PGA),
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poli(l-laktik asit) (PLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), politretan (PU) ve silikon

yer alir.

Sunulan tez ¢alismasinda jelatin, PCL, PHEMA ve PAA kullanildigi i¢cin bu malzemeler

hakkinda bilgiler verilmistir.

2.5.1 Jelatin

Jelatin biyobozunur, kendisi ve bozunma drtnleri biyouyumlu hayvansal bir proteindir.
ECM’nin yapisinda bulunan kollojenden elde edilen hayvansal kaynakli bir proteindir.
Sekil 2.3’de jelatinin kimyasal yapisi1 sematik olarak verilmistir. Jelatin suda kolaylikla
coziinerek koloidal jel c¢ozeltileri olusturur. Ayrica jelatinin ¢oziinmiis formu
kullanilarak mikrokiire (partikiil), film ve siingerler elde edilebilir. Jelatin genellikle ilag
tastyici sistemlerde kullanilir (Gimiisderelioglu ve Demirtas 2011). Yara iyilesmesinde

etkinligi kanitlanmis bir polimerdir (Ma vd. 2005).

Jelatin i¢in siniflandirilma yapilirken jel sikligina, jellesme noktasina ve erime
noktasina bakilir. Bunlardan en ¢ok kullanilan jel sikligi yani jel giiclidiir (Bloom).
Jelatinlerin, 50-300 Bloom arasinda jel giicii degisir. Doku miihendisliginde hazirlanan
doku iskelesinin mekanik dayaniminin iyi olmasi i¢in 300 Bloom jel giiciine sahip

jelatin kullanilir ( Fellers ve Griffeths 1928).

o

& u} [ |
!fl. ] CH'—|C! iy TH—‘H ﬂ TH—C—N
o a (I:H, H £H, H
H | H I | W | L
el —EH—C—N—CH—{—n EHy CH, ﬁ_‘ H—CH—{—N
CH! H J.:H! ‘|:=U a ]
| cann
HH a-
C==HH, i

Sekil 2.3 Jelatinin kimyasal yapist (www.niroinc.com, 2014)
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2.5.2 Polikaprolakton (PCL)

Polikaprolakton sentetik polimerdir. Hidrofobik, biyobozunur, alifatik poliesterdir.
Erime sicakligi 58°C, camsi gegis sicakhigt -72°C’dir. PCL genel olarak e-
kaprolaktan’in Kalayoktanat katalizor esliginde halka ag¢ilma polimerizasyonu ile elde
edilir (Sekil 2.4 (Giimiisderelioglu ve Demirtag 2011)). Malzeme iiretiminde dayanikli
olmasi1 nedeniyle ek polimer olarak kullanilir. Biyobozunma siiresi 24 haftadan azdir.
Diisiik erime sicakligina sahip olmasi islenebilirligini arttirir. Dondurarak kurutma
teknigiyle {iretilir. Biyobozunurluk calismalarinda substrat ve kontrollii ilag salim
sistemlerinde matris olarak kullanilmaktadir (Giimiisderelioglu ve Demirtas 2011).

Ayrica PCL doku yenileyici yapida oldugu kanitlanmis bir polimerdir (Chong vd. 2007)

O

/\< Katalizér "i
[ + Isi

0 - O—{CH,j—C

\
n

€-kaprolakton Polikaprolakton

Sekil 2.4 Polikaprolakton sentezi

2.5.3 Poli-2-hidroksietil metakrilat (PHEMA)

1936 yilinda Dupond arastirmacilari tarafindan ilk defa sentezlenen poli-2-hidroksietil
metakrilat (PHEMA) cesitli polimerizasyon teknikleri ile sentezlenebilmektedir. Bu
teknikler: Yigin, siispansiyon ve emiilsiyon polimerizasyon prosesleridir. Yara oOrtusu

amacli kullanimi ise 1960’11 yillarda gergeklestirilmistir.

Yapisindaki hidroksil gruplari nedeniyle hidrofilik bir polimerdir (Kim vd. 2005, Ji vd.
2009). Yiksek su absorblama kapasitesine sahip (Pulat ve Abbasoglu 1995) ve oksijen
gecirgenligi yiksek olan PHEMA (Sastre ve Mateo 1988), biyouyumlu (Pradny vd.
2007) ve toksik 6zelik gostermeyen bir polimerdir. Glnlmuizde kontakt lensler ve

ortopedik implantlarda yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu vd. 1998). Ayrica diisiik
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yapiskanlik (low-fouling) Ozeliginden dolayr diigiik protein adsorplama ve hiicre

yapisma Ozeligine sahiptir (Zhang 2011).

PHEMA serbest radikal polimerizasyonu tepkimesi ile sentezlenir. Kisaca, HEMA (2-
hidroksietil metakrilat) monomerinin, uygun Dbaslaticilar (azobisizobdtironitril,
amonyum persilfat, potasyum persilfat, sodyum metabisulfit redoks ciftleri vb. gibi)
varhiginda polimerlesme reaksiyonu sonucunda elde edilmektedir (Sekil 2.5). Oncelikle
serbest radikal polimerizasyonun baglama basamagiyla baglaticilar radikal haline
doniistir. Bu radikaller HEMA monomerine baglanir. Daha sonra zincir ¢ogalmasiyla
monomerler birbirine baglanir ve blylUmekte olan polimer zinciri sonlanarak PHEMA

polimeri olusur (Zhang vd. 2011) .

cm,  Na;5,05 (sodyum metabisiilfit) [ cn, |
L= K.S.0; (potasyum persiilfat) CH: :
o ==} } ="
{¥H C¥H
HEMA, - B

PHEMA

Sekil 2.5 PHEMA nin sentezi ( Zhang vd. 2011)

2.5.4 Poliakrilik asit (PAA)

Akrilik asit (AA) monomerinin serbest radikalik polimerizasyonu ile sentezlenen PAA,
pH duyarl bir polimer olarak bilinir (Basan vd. 2002, Yarimkaya ve Basan 2007, Yue
vd. 2009). Bu 6zeliginden dolay: hidrojellerle birlikte ilag salim sistemlerinde siklikla

kullanilmaktadir. Biyokimyasal islevinden dolay1 biyopolimer grubundandir.

0
HCs Mo

Sekil 2.6 Akrilik asidin kimyasal yapis1 (www.sigmaaldrich.com, 2014)
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2.6 Elektroegirme Yontemi ve Sistemin Kullanilmasi

Elektroegirme, William Gilbert tarafindan 1600’1i yillarda kesfedilmistir.
Elektromanyetizmanin sivilar tizerindeki etkisi ile ortaya ¢ikmistir. 19.yiizyilin baginda
elektriksel spinleme adiyla bilinen bu yontem 1994 yilindan itibaren "electrospinning”
adi ile bilinmektedir. William Gilbert ¢aligmasinda bir su damlasinin elektriksel olarak
kuru bir yiizeyden belli bir uzaklikta, bir koni biciminde gekildigine isaret etmistir; bu
elektrosprey ve elektro iiretim isleminin tarihinin bagladigi noktadir. Elektroegirme
sistem diizenegi temel olarak ii¢ ana parcadan olusmaktadir (Sekil 2.7):

1. Yiiksek voltaj kaynagi

2. Besleme {iinitesi (Siringa pompasi, siringa ve siringa ignesi)

3. Toplayici (Iletken plaka, doner silindir/disk v.b.)

Sirnga  Cozelti igne Jet \

Taylor konisi \ r e
+ U

Taylor konisi

Yiiksek voltaj

Toplama paneli

Sekil 2.7 Basit bir elektroegirme diizenegi (Ziabari vd. 2009)

Bu teknikte Oncelikle polimer ¢ozeltisi hazirlanir ve siringanin igerisine yerlestirilir.
Siringanin ucunda kiit u¢lu igne bulunmaktadir. Siringa ignesi ucu ile toplama paneli
arasinda 50 kV’a kadar degisen voltajlarda gerilim uygulanir (Lannutti vd. 2007).

Ignenin ucunda duran polimer ¢ozeltisi yiizey geriliminin uyguladigi kuvvetlerden
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dolay1 kritik bir voltaj degerine kadar damla bigimindedir. Uygulanan potansiyel fark
bir esik degerine ulastigi anda, elektrostatik kuvvetler ylzey gerilimi kuvvetlerine
esitlenir. Boylece polimer damlasi sekil degistirerek Taylor konisi bi¢imini alir (Taylor

1969) (Sekil 2.8).

Sekil 2.8 Polimer ¢ozeltisi damlasi artan voltaj etkisiyle; a.yar1 kiiresel damladan, b,c.
Taylor konisine gegisi, d. Taylor konisindeki sekli ve sonunda jet halinde
cikist

Voltajdaki ¢ok kiciik bir artisla beraber Taylor konisi seklinde olan polimer damlasi jet
seklinde figkirmaya baslar (Sekil 2.8.e). Siringa ignesi ucu ile toplama paneli arasinda
ilerleyen jet farkli yollar izler. Jet belli bir uzaklikta kararli bir sekilde hareket eder, eger
jette karasizlik hali olusursa bu polimer c¢ozeltisinin Ozeliginden ve sistem
degiskenlerinden kaynaklanmaktadir. Klasik Rayleigh kararsizligi, eksenel simetrik
elektrik alan akimlanmasi ve Whipping karasizlig1 olmak tizere ii¢ ¢esit karasizlik hali
vardir. Jet bu kararsizlik hallerinden sadece birini gdsterebilecegi gibi ii¢ kararsizlik

halini de gosterebilir.

2.6.1 Elektroegirmeyi Etkileyen Parametreler

Elektroegirme yontemiyle fiberlerin eldesi igin parametrelerin belirlenmesinde polimer
cozeltisi parametreleri ve iglem parametreleri etkilidir. Farkli morfolojilerde

nanofiberler tiretmek amaciyla bu parametrelerin degistirilmesi olanagi vardir.
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2.6.1.1 Polimer ¢Ozeltisi parametreleri

Fiber morfolojisini en ¢ok etkileyen polimer ¢ozeltisi parametreleridir. Fiber uzunlugu
boyunca boncuk olusumunda yilizey geriliminin etkisi vardir. Taylor konisi ucunda
polimer jetin uzamasi ¢ozelti viskozitesi ve elektriksel ozeliklerine baghdir. Bu
ozelikler fiber caplarinda son derece etkilidir (Sill ve Recum 2008). Polimer c¢ozeltisi
parametreleri;

» Molekiil agirlig

» Cozelti viskozitesi

» Cozelti derigimi

» Ylzey gerilimi

» Cozelti iletkenligi

» Cozucul dielektrik sabiti

» CoOzlcinln uguculugu

olarak siralanabilir.

Molekiil agirhgi, cozelti viskozitesi ve derisimi

Polimerin molekiil agirligi yani polimer zincirinin uzunlugu c¢ozeltinin viskozitesini
etkileyen faktorlerden biridir. Elektroegirme yontemiyle fiberlerin elde edilebilmesi igin
polimerin yeterli molekiil agirligina ve yeterli viskoziteye sahip olmasi gerekmektedir.
Polimerin molekiil agirliginin artmasiyla polimer zincirlerinin birbirine dolanmasi
arttirtlmis olur ve sonugta jetin kopmasi engellenir ve siirekli bir ¢ozelti jeti muhafaza
edilir. Bu durum elektroegirme yontemiyle monomerik cozeltilerden fiberler elde

edilemeyecegini gosterir (Buchko vd. 1999).

Cozelti viskozitesini etkileyen bir diger faktor ise ¢ozelti derisimidir. Cozelti derisimi
arttikca viskozite artacagindan molekiil agirliginin arttirilmasiyla olusan durum derisim

icin de gecerlidir.

Her polimer i¢in minimum viskoziteye yani minimum zincir dolanmasi gereklidir. Cok
yiiksek viskoziteye sahip ¢ozeltiler siringa ucuna dogru pompalamak zordur (Kameoka
vd. 2003). Ayrica viskozitenin arttirilmasi fiberlerin ¢apini da arttirir (Zhang vd. 2011).

Diisiik viskozitede ise c¢oziicii molekiiller daha fazla oldugu i¢in daha az zincir
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dolanmas1 olacagindan fiberler boyunca boncuk olugmasi gozlenebilir. Bu nedenle
polimer ¢ozeltisinden uygun yapida fiberler elde edebilmek igin ¢ozeltinin viskozitesi

1yl ayarlanmalidir.

Yizey gerilimi

Fiberler elde edilirken boncuk olusumun goézlenmesinin nedenlerinden biri de ylizey
gerilimidir. Yikli ¢ozeltinin kendi ylizey gerilimini asmasiyla elektroegirme baslar.
Toplama paneline dogru hareket eden polimer jeti ylzey geriliminden dolay1 jet
boyunca boncuk olusumuna neden olabilir. Coziicii molekiilleri yiiksek derisimde
cOzelti icerisinde bulundugunda bu molekiiller kendi ylizey gerilimlerini azaltmak igin
bir araya gelir ve kiiresel sekilde boncuklar olusturmaya baslar. YUuksek viskozite,
¢cOziucu-polimer molekiilleri arasinda daha fazla etkilesimin oldugu anlamina gelir ve
¢ozelti yiiklerin etkisiyle gerilir ve uzarken ¢oziicii molekiilleri bir araya gelmis polimer
zincirleri arasinda dagilma egiliminde olur bu da ¢6ziicii molekiillerinin ylizey gerilimi

etkisiyle bir araya gelme olasiligin1 diisiiriir (Kazaroglu 2009).

Cozelti iletkenligi

Cozelti iletkenligi polimer jetin uzamas1 ve gerilmesinde etkilidir. Iletkenlik artarsa, jet
tarafindan daha fazla yiik taginmis olur. Cozelti tam gerilmediginde boncuk olusumu
gerceklesir. Cozeltiye bir miktar tuz ya da polielektrolit eklendiginde iletkenlik artacagi
icin polimer jetin uzamasi artacaktir. Jetin uzamasiyla da daha kiigiik ¢apli fiberler elde

edilecektir (Zhong vd. 2002).

Cozucl dielelektrik sabiti

Dizgin morfolojide fiberler elde edebilmek icin ylksek dielektrik sabitine sahip
coziiciiler kullanmak gerekir. Boylece jetin biikiilme kararsizligi artar yani jetin kat

edecegi yol arttig1 igin fiberlerin ¢ap1 azalir (Hsu ve Shivakumar 2004, Son vd. 2004).

Cozucu ucuculugu

Coziiclinlin se¢imi fiber olusumu ve fiber gozenekliligi iizerinde etkili bir parametredir.
Polimer jetin siringa ucundan toplayiciya dogru hareketi sirasinda yeterli ¢Ozicl
buharlagsmasinin gerceklesmesi i¢in elektroegirme isleminde ugucu c¢oziiciilerin

kullanilmas1 gerekmektedir. Bu sayede elde edilen fiberlerin kat ettikleri yol boyunca
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¢oziicii buharlasir ve nihai iiriin olan fiberler elde edilir. Ayrica ¢oziiciiniin tam olarak

buharlasmamasi toplayici tizerindeki fiberlerin birbirlerine yapigmasina neden olur.

2.6.1.2 islem parametreleri

Uygulanan voltaj, ¢ozelti akis hizi, siringa ucunun ¢ap1 ve siringa ucu-toplama paneli
arasindaki uzaklik olan islem parametreleri elektroegirme jetine uygulanan dis
faktorlerdir. Fiber morfolojisi Gzerindeki etkileri cozelti parametrelerine goére daha

azdir.

Uygulanan voltaj

Elektroegirme jetinin olugabilmesi i¢in minimum voltaj gereklidir. Bu voltaj degerinde
fiber Uretiminde genellikle boncuklu yapilar olusur. Boncuk olugsumuna engel olmak
i¢cin voltaj degerini arttirmak gerekir. Boylece fiber ¢aplarinda belli bir seviyeye kadar

azalma olur (Zhao vd. 2004).

Cozelti akis h1zi

Fiber morfolojisini ve ¢api etkileyen bir parametredir. Yapilan caligmalarda ¢ozelti
akis1 siringayi terk eden fiber jetiyle yer degistirecek hizda degilse siringa ucundaki
Taylor koninin seklini koruyamadig: belirlenmistir. Akis hiz1 artisiyla fiber ¢apinin ve
fiber Gzerindeki gozeneklerin gaplarinda bir artis oldugu gozlenmistir (Rutledge vd.
2000).

Siringa ucu-toplama paneli arasindaki uzakhk

Diger parametrelere gore daha az etkili olsa da uzaklik arttik¢a fiber ¢aplarinda azalma
saptanmustir (Ayutsede vd. 2005).

Igne capi

Fiber cap1 ve morfolojisi lizerinde etkili olan bu parametre digerlerine gore daha az
oneme sahiptir. Ignenin capinda diisiis olursa fiber caplarinda da diisiis meydana

gelmektedir.
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2.7 Yanit Yiizey Yontemi (RSM)

Endiistriyel arastirmalarda genis bir kullanima sahip olan yanit ylzey yoOntemi
(Response Surface Method, RSM) bilimsel ve muhendislik prosesler icin ilgili
problemlerin ¢dziminde arastirmacilar tarafindan uygulanan matematiksel ve istatiksel
bir yontemdir. Cesitli degiskenlerden etkilenen siireglerde en uygun kosullarin
belirlenmesinde yanit yiizey yontemi (RSM) basaril bir sekilde uygulanir. Bu yontemde
deneysel bagimsiz faktorler ve bir ya da birden ¢ok seg¢ilmis kritere gore Slgiilmiis
yanitlar (bagimli degiskenler) vardir; 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan merkezi
bilesik tasarim1 (Central Composite Design) gelistirilmistir. Bu yontemde temel mantik,
optimum yanit almak igin 6zel tasarlanmis deney gruplarinin ortaya ¢ikarilmasidir.
Yontemin uygulanmasi i¢in 6ncelikle bagimsiz degiskenler ve bu degiskenlerin hangi
araliklar arasinda degisecekleri belirlenir (Montgomery 1997). Bagimsiz degiskenlerin
etkisi sonucunda incelenecek olan bagimli degisken segilir. Yazilim tarafindan
olusturulan deney programi uygulanir ve her deneyin yanit degeri Ol¢iiliir. Elde edilen
veriler ile sistemin modellenmesi yapilir. Matematiksel fonksiyon optimum

parametreleri i¢eren yanit fonksiyonu Esitlik 2.1°de verilmistir.

v=f(x1.x2,.....X)te (2.1)
Esitlik 2.1°de X1, X2, ..., Xk bagimsiz degiskenleri, € ise giiriiltiiyii ya da hatay1 ifade
etmektedir. Sistemi tanimlayan bagimsiz degiskenlerin yaniti dogrusal oldugu zaman
fonksiyon birinci dereceden verilir.

v=pFo+pPix1+pPaxz+. .+ Pexrte (2.2

Sistemde bir kavislenme yani dogrusalliktan uzaklasma var ise Yylksek dereceli

polinomlar kullanilmaktadir.

Y=Bﬂ+i |311-L1+Z Bixid + 2> Bumim +e (2.3)
il i1 i<
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Esitliklerde Bo regresyon esitliginin bagimsiz terimini, ;i dogrusal terimi, Bj iKinci
derece terimi, Bjj i¢ etkilesim terimini ve ¢ ise giiriiltiiyli ya da hatay1 ifade etmektedir.
Deneysel tasarim yonteminde boyutsuz koordinat sisteminde calisilir ve bagimsiz

degiskenlerin kodlanmis sekli Esitlik 2.4 ki gibi ifade edilir.

xi=(Xi— X% AXG (2.4)

Esitlikte; x; bagimsiz degiskenin kodlanmis degerini, X; bagimsiz degiskenin gergek
degerini, X;* bagimsiz degiskenin merkez noktadaki gercek degerini ve AX; basamak

degisim degerini gostermektedir (Montgomery ve Runger 2007).

Design Expert-6 yazilim programinda merkezi bilesik tasariminda (CCD) k bagimsiz
degisken sayisina gore alt ve list u¢ degerler (a) belirlenir (Esitlik 2.5). Kodlanmig
degerlere gore en yiiksek seviye +1, en diisiik seviye -1 ve merkez nokta O ile

gosterilmektedir.

o= (Ek)ﬂ._‘-i {2_5)

Baz1 k degerlerine gore hesaplanmis ug¢ degerler (o) , merkez nokta (tekrar deneyleri)

ve toplam deney sayisi ¢izelge 2.1°de verilmistir.

Cizelge 2.1 Farkli degerlerdeki k igin baz1 degerler

k 2 3 4 5
o 1.41 1.68 2 2.37
Merkez
Nokta 5 6 7 10
Toplam
Deney Sayisi 13 20 31 52
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2.8 Siireli Yayin Arastirmasi

Bu bolimde elektroegirme yontemi kullanilarak yapilan doku mihendisligi
caligmalarina, yine bu yontemle nanofiber iiretiminde yanmit yiizey yOnteminin
uygulandigr calismalara, antimikrobiyal ve pH duyarhilifiyla ilgili caligmalara kisaca

deginilmistir.

Tian ve arkadaslarinin 2011°de yaptig1 calismada endotelyal biiytime faktorl kapsulll
poli(L-laktik  asit-ko-e-kaprolakton)  nanofiberler  elektroegirme  yontemiyle
olusturulmus ve kardiyak doku miihendisligi alaninda kullanilmistir. Bu c¢aligmada
oncelikle ¢oOzelti karisimi emiilsiyon seklinde hazirlandiktan sonra elektroegirme

yontemiyle cekirdek-kabuk yapida nanofiberler elde edilmistir (Sekil 2.9).

@ [

()
yag fan
emiilsifer kabuk

sufazn

cekirdek

gekirdek-kabuk yapil nanofiberler

Emiilsiyonun gergeklesmesi
p 4

Sekil 2.9 Cekirdek-kabuk yapili nanofiberler iiretmek igin elektroegirme siirecinin
sematik gosterimi

Sekil 2.9’da poli(L-laktik asit-ko-e-kaprolakton) polimerinden olusan ¢ekirdek kismidir.
Kabuk kisminda ise vaskiller endotelyal bliyume faktori (VEGF), bovine serum
albumin (BSA) ve dekstran (DEX) kulanilmstir.
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Sekil 2.10 Elektroegirme yontemiyle olusan nanofiberlerin SEM goriintiileri

a.PLCL, b.PLCL-VEGF-BSA, c.PLCL-VEGF-DEX

Sekil 2.10°da PLCL fiberler 572492 nm, PLCL-VEGF-BSA fiberler 46063 nm ve
PLCL-VEGF-DEX fiberler 412461 nm bulmuslardir. PLCL-VEGF-DEX yapisinda
diger yapilara gore daha kiigiik capli fiberler olugturmasindan dolay1 kalp dokusunda bu

yapinin kullanilmasi tercih edilmistir.

Tigh ve arkadaglarinin 2011 yilinda yayinladiklari ¢alismada, PCL-jelatin bazli deri
doku defektlerinde kullanilabilecek uygun bir yara Ortiisii iiretilmis ve deri doku

rejenerasyonu i¢in epidermal biiyiime faktoriin (EGF) etkileri incelenmistir.

Zhang ve arkadaslarinin 2011 yilinda yayinladiklar1 ¢alismada, PHEMA nanofiber
matrislerin liretimi i¢in optimum kosullar belirlenmis ve hidroksil gruplarinca zengin
olan PHEMA nin diisiik yapiskanlik (low-fouling) 6zeligi olan bir malzeme oldugu ve
dolayistyla diisiik protein adsorplama ve hiicre yapisma Ozeligine sahip oldugu

belirtilmistir.

Prabhakaran ve arkadaslarinin 2009°da yapmis olduklar1 ¢alismada ise kemik doku
mithendisligi i¢in elekroegirmeyle nanofiber iskeleler sentezlenmistir. Bu calismada
sekil 2.11°de verilen taramali elektron mikroskobu (SEM) goruntilerinde en kiglk
fiber c¢ap1 poli-L-laktik asit (PLLA) /kollojen (Coll) /hidroksiapatit’e (HA)
biyokompozitine aittir ve fiber cap1 yaklagik 310 nm bulunmustur. Hazirlanan
biyokompozit nanofiber iskele kemik rejenerasyonunu arttirmak, osteoblastlarin

cogalmas1 ve mineralizasyonu i¢in potansiyel substrat olabilecegi belirlenmistir.
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Sekil 2.11 Nanofiberlerin SEM goruntuleri
a. PLLA, b. PLLA/HA, c. PLLA/coll/HA

Chen ve arkadaglarimin 2008’de yaptigi calismada elektroegirmeyle olusan
kollajen/kitosan kompozit nanofiber membranlar yara Ortiisiinde kullanilmak {izere
sentezlenmistir. Bu kompozit nanofiber membranlarin fiber ¢ap1 yaklagik 134 nm’dir;
ancak capraz baglayici eklendiginde fiber cap1 artarak yaklasik 398 nm bulunmustur
(Sekil 2.12). Capraz baglayicinin eklenmesinin nedeni membran1 dogal deri yapisina

benzetmek i¢indir; ¢iinkii dogal yapi1 yaklasik 400 nm’dir.

(dy

\

Sekil 2.12 Kollajen/kitosan kompozit nanofiber membranlarin SEM ve FESEM
goruntaleri (a ve ¢ ) orijinal, (b ve d) capraz baglanma

Yordem ve arkadaslarinin 2008 yilinda yaptiklari ¢alismada oncelikle poliakrilonitril
polimeri sentezlemis ve elde edilen polimerden elektroegirme yontemi uygulanarak

nano Olgekte fiber iiretimi gergeklestirilmistir. RSM yonteminde ¢ozelti derisimi, voltaj
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ve toplayict uzakligi parametreleri degisken olarak secilmis ve fiber capina her
parametrenin etkisi degerlendirilmistir. Yanit ylizey tahminleri fiberlerin ¢aplari i¢in
parametre etkilesimleri ortaya c¢ikmis, ortalama cap ve degisim katsayisi arasinda

negatif bir korelasyon oldugu belirlenmistir.

Gu ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptiklari ¢alismada poliakrilonitril (PAN), N,N-
dimetil formamid (DMF) ¢ozeltisinden elektroegirme yontemi kullanilarak ¢ok ince
yapida nanofiberler elde edilmistir. Farkli ¢ozelti derisimleri ve degisik voltaj
degerlerinde sentezlenen fiberlerin morfolojisi ve c¢ap dagilimi taramali elektron
mikroskobu (SEM) analizi yapilarak incelenmistir. Fiber ¢aplarmin 200 ile 1200 nm
arasinda oldugu belirlenmistir. Elektroegirme parametreleri ile ortalama fiber cap1
arasinda kantitatif bir iliski oldugu RSM ydntemi uygulanarak anlagilmistir. Ayrica bu
yontemde fiberlerin ¢ap dagiliminda ¢6zelti derisiminin 6nemli bir rolii oldugu

,uygulanan voltajin ise fiber ¢apinda 6nemli derece bir etkisi olmadig belirlenmistir.

Sukigara ve arkadaglarinin 2004 yilinda yaptiklari calismada "Bombyx mori" isimli ipek
boceginden elde ettigi ipekten elektroegirme yontemiyle nano boyutunda fiberler elde
etmistir. RSM yomtemiyle elektroegirme parametreleri optimize edilmis ve model
olusturulmustur. Farkli ipek derigimleri, voltaj ve egirme uzakliklarinda fiber c¢api
kontrol edilmistir. RSM ydntemiyle 2. dereceden polinominal fonksiyon kullanilarak

fiber ¢aplar1 ve elektroegirme parametre degerleri arasinda korelasyon yapilmaistir.

Sohrabi ve arkadaslarmin 2013 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada g¢ekirdek-kabuk
yapida ampisilin yiikli  poli(metil metakrilat)-naylon6 nanofiberler eseksenli
elektroegirmeyle elde edilmis ve Listeria innocua gram pozitif bakterisine karsi

fiberlerin antimikrobiyal 6zelikte oldugunu saptamislardir.

Liu ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada ampisilin-PCL nanofiber
matrislerden salinan ampisilin ile nanofibréz matrisin antimikrobiyal 6zelik kazandigini
belirtmislerdir. Bununla beraber, hizli bir patmala etkisi ile %95 kiimiilatif salim

yiizdesi yaklasik 10 saatte tamamlanmustir.
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Basan ve arkadaslarinin 2002 yilinda yayimladiklart bir ¢alismada, PHEMA hidrojeller
sentezlenmis ve anti-enflamatuar ajan olan diklofenak sodyumun mide ve bagirsakta
salim kinetikleri belirlenmistir. Calismada, PHEMA-akrilik asit kopolimerinin
pH=7.5’te (bagirsak pH’1) kontrollii olarak diklofenak sodyum salimini %100’e varan

kiimiilatif salim verimliligi ile gerceklestirdigi saptanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Sunulan caligmada; kontrollii antibiyotik salimi ile antimikrobiyal etkiye sahip g¢ift
tabakali1 yara Ortii malzemesinin liretimi gergeklestirilmistir. Cift tabakali yara Ortiistiniin
alt tabakasi yara iyilesme siirecinde etkinligi kanitlanan jelatin ve doku yenileyici
yapida oldugu PCL malzemelerinden olusmaktadir. Ust tabaka ise biyouyumlu bir

polimer olan PHEMA ve pH duyarli PAA polimeri icermektedir.

Bu bolimde tez kapsaminda yapilan deneysel g¢alismalar ve uygulanan yéntemler
anlatilmigtir. Calismanin ilk agsamasinda nanofiber yapida matrislerin hazirlanmasinda
en uygun elektroegirme parametrelerinin belirlenmesi icin yapilan deneyler
aciklanmistir. Daha sonra iiretilen membranlarin karakterizasyonuna yonelik ¢aligmalar
anlatilmistir. Son béliimde ise membranlarin antimikrobiyal etkinligini kanitlamak i¢in

mikroorganizma galismalar1 ve in-vitro salim ¢alismalar1 anlatilmistir.

3.1 Malzemeler

Deneysel ¢alismada poli-2-hidroksietil metakrilat’in (PHEMA) serbest radikalik
polimerizasyonu icin 2-hidroksietil metakrilat (HEMA, Aldrich, Almanya) monomeri,
redoks baslaticilar1 olarak potasyum persiilfat (Sigma-Aldrich, Almanya) ve sodyum
metabisulfit (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmistir. Baslaticilarin ¢éziinmesinde
¢ozlcii olarak %99.8 saflikta mutlak etanol (Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmistir.
Poliakrilik asitin (PAA) iiretimi igin %99 saflikta akrilik asit (AA, Aldrich, Almanya),
baslatic1 olarak azobisizobiitironitril (AIBN, Fluka) ve ¢oziicii olarak ise N,N-Dimetil-
formamid (DMF, Merck, Almanya) kullamilmistir. PAA’daki safsizliklar dietil eter
(Merck, Almanya) kullanilarak uzaklastirilmistir.

Alt tabakanin hazirlanmasinda ise biri sentetik digeri dogal polimer olmak tizere iki
¢esit polimer kullanilmistir. Dogal polimer olarak domuz derisi kokenli jelatin Tip A
(300 bloom, Sigma, Almanya), sentetik polimer olarak polikaprolakton (PCL,
Mn=80,000, Sigma-Aldrich, Almanya) kullanilmistir. PCL/jelatin karisimi1 igin ¢oziicii
olarak hekzafloroizopropanol (HFIP, Fluka) kullanilmistir.
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Antibiyotik ylkli membranlarin {retimi i¢in toz halde bulunan ampisilin (Sigma,
Almanya), fretilen membranlarin antimikrobiyal etkinligin belirlenmesiyle ilgili
deneylerde sivi besi ortamu i¢in Tryptic Soy Broth (N0.105459, Merck, Almanya) , kati
besi ortamu ig¢in Tryptic Soy Agar (No.105458, Merck, Almanya) , Staphylococcus
aureus (American Type Culture Collection N0.6538) ve Escherichia coli (American
Type Culture Collection No0.25922) mikroorganizmalar1 kullanilmigtir. Salim
caligmalarinda kullanilan sodyum azid’i, fosfat tampon c¢ozeltileri (PBS) hazirlamada
kullanilan tabletleri ve tampon ¢d6zeltilerinin pH degerlerinin ayarlanmasinda 1M’lik
¢ozeltileri hazirlanan sodyum hidroksit (NaOH) ve %37’lik hidroklorik asit (HCL)
Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan alinmistir.

3.2 2-Hidroksietil metakrilat’in (HEMA) Polimerizasyonu

PHEMA, 2-hidroksietil metakrilat (HEMA) monomerinin  serbest radikal
polimerizasyonu teknigi ile hazirlanmistir. Polimerizasyon, Zhang ve arkadaslarinin
2011 yilinda yaptiklart c¢aligmadaki gibi gergeklestirilmistir. Deneysel calismada
bagslatici olarak potasyum persiilfat ve sodyum metabisiilfit kullanilmistir. PHEMA nin
polimerizasyonu icin 6ncelikle %66.3’1Uk (v/v) etanol ¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu
cozeltiye 0.0058 gram potasyum persulfat, 0.0058 gram sodyum metabisilfit eklenmis
ve ¢oOzelti iyice karistirilarak baslaticilarin ¢ozlinmesi saglanmistir. Daha sonra ¢ozeltiye
1118 mikrolitre HEMA monomeri eklenmis ve elde edilen ¢ozelti yaklasik iki dakika
vortekslenmistir. Son olarak ¢ozeltiden azot gazi gecirilerek tepkime ortaminin
inertlestirilmesi saglanmis ve hazirlanan ¢ozelti 25°C sabit sicaklikta olan inkiibatoriin
icerisinde 24 saat bekletilerek polimerizasyon gerceklestirilmistir. PHEMA nin proton-
nikleer manyetik rezonans (*H-NMR, Bruker, Almanya) ve fourier donusiimlii

kizilGtesi spektroskopisi (FTIR, Bruker, Almanya) analizleri yapilmistir.
3.3 Poli (HEMA-ko-AA) Kopolimerin Hazirlanmasi

Kopolimerin hazirlanmasinda oncelikle potasyum persilfat ve sodyum metabisulfit
baslaticilarinin her birinden 0.0174 gram alinarak %66.3’lik (v/v) etanol ¢ozeltisine
eklenmis ve baslaticilarin ¢Oziinmesi tamamlandiktan sonra 1118 mikrolitre HEMA

monomeri ¢ozeltiye eklenmistir. Daha sonra akrilik asit (AA) monomeri, AA/HEMA
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oran1 (V/V) 0.2, 0.3 ve 0.4 olacak sekilde c¢ozeltiye eklenerek 25°C’de, 24 saat sire
sonunda polimerizasyon gerceklestirilmis ve FTIR analizi yapilmistir.

3.4 PHEMA-PAA Polimer Karisiminn Hazirlanmasi

Polimer karisimi igin oncelikle akrilik asit (AA) monomerinin polimerizasyonuyla
poliakrilik asit (PAA) elde etmek igin deneyler yapilmistir. Siireli yayinlar incelenerek
PAA sentezi i¢in farkli baslaticilar ve ¢oziiciiler secilmis ve ¢esitli yontemler
denenmistir (Moulay ve Mehdsoui 2004, Rivas vd. 2005); ancak elde edilen PAA’ler
tiip igerisinde yapiskan bir sekilde olmasindan dolayr tiipten alinmasinda ve
¢oziinmesinde problem yasanmistir. En uygun PAA sentez kosullarinin belirlenmesinde
Rivas ve arkadaglarinin 1997 yilinda yapmis oldugu calisma referans alinarak PAA
sentezlenmistir. Bunun icin 0.02 mol AA, 12 ml’lik N,N-dimetilformamid (DMF)
igerisinde ¢oziindiikten sonra AA miktarinin molce % 0.1°1 kadar azobisizobiitironitril
(AIBN) baslaticisi eklenmis ve 60°C’de 6 saat sonunda serbest radikal polimerizasyonu
gerceklestirilmistir. Elde edilen yapi polimer ¢ozeltisi seklindedir. Bir tiip icerisinde
bulunan polimer c¢ozeltisine dietil eter eklenerek cozeltideki PAA’nin ¢oktiiriilmesi
saglanmistir (Krupers vd. 1996). Dietil eter uzaklastirildiktan sonra PAA jel seklinde
elde edilmis ve 'H-NMR analizi gergeklestirilmistir. Bolim 3.2°de anlatildign gibi
PHEMA polimeri sentezlemis ve hacimce orani (v/v) PAA/PHEMA=1/3 olacak sekilde
her bir polimer ayni1 tlp igerisine alinarak bir giin siireyle karistirllmis ve homojen bir

karigim yani polimer ¢ozeltisi elde edilmistir. Karisim icin *H-NMR analizi yapilmustir.
3.5 Elektroegirme Yontemi ile Nanofiber Membranlarin Uretimi

Sunulan tez ¢aligmasinda deri doku kayiplari tedavileri i¢in travma yaratmadan yaradan
rahat¢a  cikarilabilen, degistirilmeyecekse yara iyilesme siireci igerisinde
biyobozunabilen yapiya ve uzun siireli kullanimlar igin antimikrobiyal 6zelige sahip
ideal bir yara Ortl malzemesi Uretimi hedeflenmistir. Bunun igin ortalama fiber ¢api
nano Olgekte olan, boncuk olusumu igermeyen membranlar iiretmek amaciyla
elektroegirme yontemi kullanilmis ve islem parametreleri degistirilerek en iyi kosulda
membranlarin ~ Uretimi  gergeklestirilmistir.  Farkli  polimerlerden  membranlar
hazirlanmistir. Bunlar; PHEMA, PHEMA-PAA, farkli miktarlarda ampisilin igeren
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PHEMA-PAA, PCL-jelatin ve cift tabakali yara ortiisii olmak tizere 5 farkli 6zelikte

hazirlanmistir. Uretilen tiim membranlar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Elektroegirme isleminde biitin membranlar iretilirken sekil 3.1°deki diizenek
kullanilmistir. Bu diizenek siringa pompast (New Era Pump Systems, Model No:NE-
300), hareketsiz toplama paneli (lizeri aliiminyum folyo ile kaplanmis, topraklanmig
demir bir metal plaka) ve yiiksek voltaj gii¢ kaynagindan (Gamma High-Voltage
Research,FL) olusmaktadir. Ayrica tiim membranlarin {iretiminde Beybi-Turkiye marka

plastik siringa kullanilmastir.

Elektroegirme islemi farkli polimer ¢ozeltilerine uygulanarak farkli akis hizlari, farkli
uzakliklar (toplama paneli ile siringa ignesi ucu arasindaki uzaklik) ve farkli voltaj
degerleri test edilerek en iyi kosulda membran iiretimi belirlenmistir. Elde edilen
nanofiber yapidaki matrislerin optik mikroskop (Olympus CKX41, Japonya) ve SEM
(Quanta 400F Field Emission, USA) goriintiilerine bakilarak fiber morfolojisine yani
boncuk olusumunun olup olmamasina ve fiberlerin homojen olmasina dikkat edilerek
optimum {iretim kosullar1 belirlenmistir. Ortalama fiber ¢apt SEM goriintiilerinden

JMicroVision 1.2.7 programi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

Yiiksek voltaj giig kaynadi

Sekil 3.1 Nanofiber membranlarin {iretildigi elektroegirme diizenegi
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3.5.1 PHEMA nanofiber membranlarin iiretim kosullarinin belirlenmesi

HEMA monomerinin polimerizasyonu sonucu elde edilen PHEMA polimer ¢0Ozeltisi
ucunda 0.9 mm ¢apinda kiit u¢lu metal siringa ignesi bulunan, 2.5 mL hacmindeki
plastik siringaya yiiklenmistir. Sekil 3.1°de verilen elektroegirme diizenegi kullanilarak
farkli kosullarda fiber tiretimi gerceklestirilmistir. Fiberlerin toplanmasi amaciyla,
boyutlar1 200x300 mm olan, diiz bir platform seklindeki hareketsiz toplayicinin ylizeyi
aliminyum levha ile kaplanmistir. Deneysel ¢alismada PHEMA nanofiberler (izerine
polimer ¢ozeltisinin sicakligi ( +4°C,+25°C), etanol varlig1 (Etanol/PHEMA; v/v; 0/2,
1/1, 2/1, 3/1), akis huz1 (3.5, 3.8, 7,10, 20, 40, 80 pL/dk) ve voltaj (10-25 kV arasindaki
degerler) etkisi incelenmis ve PHEMA matrislerinin iretimi igin +4°C’deki stok
PHEMA c¢ozeltisi kullanilarak en iyi fiber tiretimi Etanol/PHEMA (v/v) : 2/1 oraninda,
10 uL/dk akis hizinda, 15 cm uzaklikta (siringa ignesi ucu-toplama paneli) ve 10 kV

voltaj degerinde bulunmustur.

3.5.2 PHEMA-PAA nanofiber membranlarin iiretim kosullarimin belirlenmesi

pH duyarli membranlar elde etmek amaciyla akrilik asit (AA) kullanilmistir. Oncelikle
bu Ozelikteki membranlari iiretmek amaciyla Boliim 3.3’te anlatildigi gibi HEMA-AA
kopolimeri sentezlenmistir. Elde edilen polimer cozeltisinden nanofiber matrisler
uretmek igin elektroegirme basamagi tamamlanmistir; ancak bazi kosullarda fiberlerin
olusmadigi, olusan kosullarda ise fiberlerde boncuklu yapi g6zlenmistir. Daha sonra
farkli polimerizasyon deneyleri yapilmis; ancak bu kosullarda elde edilen
kopolimerlerin ¢6ztinmesinde problem yasanmis ve kopolimer sentezinden vazgegilerek
PHEMA-PAA polimer karisiminin hazirlanmasi uygun bulunmustur. Bolim 3.4’teki
gibi hazirlanan polimer karisimi +4°C’de yaklasik 1 saat bekletildikten sonra 2.5 mL
hacminde ve ucunda 0.9 mm kiit u¢lu metal igneli plastik siringaya beslenerek sekil
3.1°deki diizenek ile PHEMA-PAA nanofiber membranlarin tiretimi igin siringa ignesi
ucu-toplama paneli arasindaki uzaklik 15 cm olarak sabit tutularak farkli voltaj degerleri
(15 kV, 18 kV, 20 kV ve 25 kV) ve farkli akis hizlar1 (3.8, 5, 7.5 ve 10 pL/dk)
uygulanmistir. En uygun kosul 5 pL/dk, 15 cm ve 18 kV olarak belirlenmistir. Uretilen

membranin goriintiisii sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2 PHEMA-PAA nanofiber membran

3.5.3 Cift tabakal nanofiber yapida yara ortiisii iiretimi

Cift tabakali membranlarin alt tabakasi jelatin bazli biyobozunur malzemeden, iist
tabakas1 ise PHEMA bazli malzemeden olusmaktadir. Cift tabakali membranin 6nce alt
tabakas1 hazirlanmistir. Bunun i¢in HFIP ¢oziiciisii kullanilarak % 5.4°1ik PCL (w/v)
cozeltisi ve % 5.4°1Uk jelatin (w/v) ¢6zeltisi hazirlanmis ve bu iki ¢6zelti hacimce 50:50
oraninda oda sicakliginda 1 giin siireyle kanistirilarak PCL-jelatin ¢ozeltisi elde
edilmistir (T1gl vd. 2011). Elektroegirme isleminde, polimer ¢ozeltisi 5 mL’lik hacimde
ve ucunda dis ¢ap1 0.9 mm olan metal igneli plastik siringaya beslenmistir. PCL-jelatin
membranlarin liretiminde siringa pompasinda akis hizi 1.8 mL/sa, siringa ignesi ucu-
toplama paneli uzakligi 15 cm ve voltaj 18 kV olacak sekilde ayarlanarak
gerceklestirilmistir. Parametreler, Tiglh ve arkadaslarinin 2011 yilinda yapmis oldugu
caligma referans alinarak belirlenmistir. Toplama paneli Reynolds markali aliiminyum
folyo ile kaplanmistir. Boylece PCL-jelatin nanofiber membranlar aliminyum folyodan
rahatca ¢ikarilmistir. Elde edilen membranlar %70’lik (v/v) etanol c¢ozeltisinde
islatildiktan sonra liyafilizatorde (Christ, Germany) vakum altinda 1 gece bekletilmis

ve boylece alt tabaka olusturulmustur.

Yara ortiisii amacli kullanilcak membranlarin {ist tabakasi hazirlanirken olas1 bir
enfeksiyon sirasinda (pH=6.5-8.5) ampisilinin (AMP) kontrollii olarak salimi igin
hazirlanan homojen polimer karisimina, karisim agirlinin (w/w) % 0.1, % 0.3 ve % 0.5’1
kadar toz halde bulunan ampisilin (antibiyotik) eklenmis ve karisim yaklasik 1 saat

sireyle magnetik karistiricida karigtirilmis ve tekrar sogumasi igin buzdolabinda
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+4°C’de bekletilmistir. Yiiklenecek ampisilin miktart belirlenirken siireli yayinlardan
faydalanilarak polimer karigimi agirliginin % 5’1 (Sohrabi vd. 2013) kadar ampisilin
eklenmis fakat karisim icerisinde ¢cokme meydana gelince eklenen miktarlar % 2 ve %
I’ e dustriilmistiir fakat bu seferde baslangicta % 2 ve % 1 AMP igeren karisim
icerisinde AMP ¢oziinmesine ragmen, polimer cozeltisi buzdolabina sogumasi igin
koyuldugunda cozelti igerisinde yine AMP cokmesi meydana gelince miktarlar iyice
distiriilmiis ve % 0.1, % 0.3 ve % 0.5 olarak belirlenmistir. Polimer ¢ozeltileri ayr1 ayri
0.9 mm kiit uglu metal igneli, 2.5 mL’lik plastik siringalara yiiklenerek PCL-jelatin
membranlarin iizerine egirilmistir. Farkli miktarlarda ampisilin iceren ve icermeyen cift
tabakali membranlarin iiretiminde en uygun elektroegirme parametrelerini bulmak i¢in
etanollii ve etanolsiiz polimer ¢6zeltileri kullanarak farkli akis hizlarinda (5, 6.5, 7, 10
uL/dk), farkli uzakliklarda (15 cm ve 20 cm) ve farkli voltaj degerlerinde (18 kV ve 21
kV) deneyler yapilmistir. En uygun elektroegirme parametreleri tiim membranlar igin
Etanol/PHEMA-PAA polimer karisimi (v/v) 2/1 oraninda, 10uL/dk akis hizinda, 20 cm

uzaklikta ve 21 kV voltaj degeri olarak belirlenmistir.

3.6 PHEMA Nanofiber Membranlarin Uretiminde Yamt Yiizey Yénteminin
(RSM) Uygulanmasi

Tez kapsaminda yapilmis olan deneysel ¢alismada iiretilen poli-2-hidroksietil metakrilat
(PHEMA) nanofiberlerin ¢aplarina elektroegirme parametrelerinin etkisini incelemek
icin RSM uygulanmigtir. Boliim 3.5.1’de verilen homojen yapmin elde edildigi
parametre degerlerinden 10 pL/dk akis hizi ve 10 kV voltaj degeri merkez noktadaki
akis hiz1 ve voltaj degerine esit olacak sekilde, Etanol/PHEMA orani ise merkez
noktada 1.50 olacak sekilde Design Expert-6 yazilim programina alt sinir-list sinir
degerleri ve yanitin (fiber ¢api) minimum olmasi girilmistir. Yontemde bagimsiz
degiskenleri akis hizi, voltaj ve Etanol/PHEMA orani olusturmustur. Yanit (bagiml
degisken) fiber capidir. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis degerleri ¢izelge 3.1°de

verilmigtir.
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Cizelge 3.1 Bagimsiz degiskenlerin gerg¢ek ve kodlanmis degerleri

Bagimsiz Degiskenler Kodlanms Gergek
Kodlanmis Gercek Alt simir | Ust smir Alt sinir Ust smir
X1 Akis hizi (uL/dk) -1 1 7 13
X2 Voltaj (kV) -1 1 8 12
X3 Etanol/PHEMA orani -1 1 1 2

Design Expert-6 yazilimi kullanilarak ii¢c bagimsiz degisken icin 22 faktoriyel merkezi
bilesen tasarimi uygulanmistir, yazilim tarafindan Onerilen deney programi ¢izelge

3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2 RSM deney programi

Deney Akis Hiza Voltaj (kV) | Etanol/PHEMA | Fiber Cap1
Numarasi (ui/dk) oran (V/v) (nm)
1 13 12 2
2 4.95 10 1.5
3 10 10 15
4 7 12 1
5 10 10 1.5
6 10 10 15
7 13 8 1
8 13 8 2
9 10 10 0.66
10 10 13.36 1.5
11 10 10 15
12 10 10 2.34
13 10 10 15
14 10 10 1.5
15 13 12 1
16 10 6.64 1.5
17 7 8 2
18 15 10 15
19 7 8 1
20 7 12 2
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3.7 Nanofiber Membranlarin Karakterizasyonu
3.7.1 Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Uretilen tiim membranlarin ortalama fiber ¢api-cap dagiliminin ve membran
morfolojilerinin belirlenmesi icin SEM (Quanta 400F Field Emission, USA) analizi
yapilmistir. Matrisler SEM analizi Oncesinde vakum altinda altin-paladyum ile
kaplanmistir. Tiim membranlarin ortalama fiber ¢ap1 ve ¢ap dagilimi i¢in JMicroVision
1.2.7 programi kullanilarak SEM goriintiilerinden 6l¢iimler yapilmistir. Ortalama fiber
capt SEM goriintiilerinin farkli bolgeleri lizerinden en az 100 adet fiberin gaplari

oOl¢iilerek hesaplanmistir.
3.7.2 FTIR-ATR analizi

Ampisilin yukli ve bos haldeki ¢ift tabakali yara ortiisiiniin yiizey kimyasal yapilarinin
belirlenmesi icin Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance (FTIR-ATR)
spektrofotometresi (Bruker IFS 66/S, Almanya) kullanilmistir. Ayrica alt ve iist
tabakaninda ayr1 ayr1t FTIR-ATR analizi yapilmistir. Bruker Opus 7.0 yazilim programi
kullanilarak spektrumlar 400-4000 cm™ dalga frekansi araliginda kaydedilmistir.

3.7.3 Sisme deneyleri

Bos membran ve farkli miktarlarda ampisilin iceren membranlarin sisme davraniginin
belirlenmesi amaciyla sisme deneyleri yapilmistir. Calismalar her bir membranin 3’er
ornegi ile farkli tampon ¢ozeltilerinde (pH:6.5, pH:7.0, pH:7.4, pH:8.0, pH:8.5),
37°C’de ve 30 rpm calkalamali kosullarda gerceklestirilmis ve membranlar maksimum
su aliminda yani agirliklar1 sabitlenince denge sisme agirliklarina ulagmislardir.
Baslangi¢ anindaki (0. dk) kuru agirhigr tartilan membranlarin, 5., 15., 30., 45., 60. dk
sonunda farkli pH degerlerindeki PBS ¢ozeltilerinin igerisinden ¢ikartilan membranlar
havlu kagit ile hafifce nemi alinarak 1slak tartimlar1 gerceklestirilmistir. Esitlik 3.1

kullanilarak membranlarin % su icerigi hesaplanmustir.
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Membranlarmn % su icerigj < Y23 28k — kuru agarlik 31
embranlarin % su icerigi = kuru agirlik -

3.7.4 Mekanik dayamim testi

Mekanik 6zeliklerin tayininde kullanilan en yaygin test “cekme testi” (tensile test) dir.
Nanofiber matrislerin gerilime kars1 gosterdikleri direng 6zeliklerinin belirlenebilmesi
amaciyla; 100 N’luk yiikleme hiicresi donanimli, Zwick malzeme test cihaz1 (Zwick
Roell 2250, Almanya) kullanilarak drnekler analiz edilmistir. Bos membranlarda 3 adet,
AMP iceren membranlardan ise 4 adet kullanilmistir. Membranlarin ortalama
kalinliklar1 yaklasik bos olanlarda 163 um, AMP icerenlerde yaklasik 147 um olup, 4
mm genislikte ve 75 mm uzunluktaki boyutlarda kesilerek hazirlanmigtir. Piston baginin
Ornekleri ¢ekme hizi, dakikada 10 mm olacak sekilde ayarlanmis ve analiz oda
kosullarinda gerceklestirilmistir. Mekanik dayanim testi sonunda, bos ve ampisilin
yukli  nanofiber matrislerin elastik modulleri, ¢ekme mukavemeti ve c¢ekme

mukavemeti uzamasi degerleri belirlenmistir.

3.7.5 Biyobozunurluk ¢calismalar

Biyobozunurluk ¢alismalart bos ve farkli miktarlarda ampisilin yiiklenmis olan cift
tabakali membranlar ile 37°C’de, %0.1 (w/v) sodyum azid iceren 10 ml’lik PBS
ortaminda (pH=7.4) gergeklestirilmistir. Belirlenen strelerde (7. gun, 14. glin) ortamdan
uzaklagtirilan nanofiber membranlar damitik su ile yapilan yikamanm ardindan
liyofilizatérde (Christ, Germany) vakum altinda kurutularak, SEM ile incelemeler
yapilmistir. Membranlarin agirlik kaybi i¢in baslangi¢ kuru agirligi ve bozunma sonrasi

kuru agirliklan 6l¢iilerek Esitlik 3.2 kullanilmis ve % agirlik kayb1 hesaplanmistir.

baslangi¢ kuru agirligi—-bozunma sonrasi kuru agirlik

%Agirlik kaybi = X100 (3.2)

baslangi¢ kuru agirligi
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3.8. Cift Tabakal Yara Ortiisiiniin Antimikrobiyal Etkinliginin Belirlenmesi

Antimikrobiyal ¢alisma i¢in Oncelikle sivi ve kat1 besi ortamlari hazirlanmistir. Kati
besi ortam1 hazirlanirken Tryptic Soy Agar adli kat1 besi ortamindan 8 gram 0lculerek
erlende bulunan 200 ml saf su igerisine eklenip, karisim hafifge ¢alkalanmistir. Erlenin
agz1 aliminyum folyo ile sikica sarilip, otoklava koyularak sterilizasyonu saglanmaistir.
Otoklav cihazinin sicaklik gdstergesi 75°C’nin altina diistiiglinde karisim otoklavdan
cikarilmistir. Otoklavdan alinir alinmaz hizli bir sekilde 85 mm ¢apindaki steril
petrilerin igerisine steril pipet ile 11.5 ml koyularak petrinin tabanina homojen bir
sekilde yayilmasi saglanmistir. Petrilerde bulunan kat1 besi ortamlar1 bir gece + 4°C’de
buzdolabinda bekletilmistir.

Sivi besi ortami hazirlanirken Tryptic Soy Broth adli sivi besi ortamindan 3 gram
Olctlerek erlende bulunan 100 ml saf su igerisine eklenip, karisim hafifce
calkalanmistir. Erlenin agz1 tipa ile sikica kapatilip, aliiminyum folyo ile sarildiktan
sonra otoklava koyularak sterilizasyonu saglanmigtir. Otoklav cihazinin sicaklik
gostergesi 75°C’nin altina distiigiinde otoklavdan c¢ikarilip sivi besi ortamlarinin

sogumaya birakilarak 25°C’ye gelmesi saglanmistir.

Mikroorganizmalarin ¢ogaltilmasi igin 25°C’deki erlenin iginde bulunan sivi besi
ortamlaria 6ze yardimiyla mikroorganizmalar eklendikten sonra ¢ogalmasi igin 24 saat
sireyle  37°C’deki  etiiviin  igerisinde  bekletilmistir. ~ Etiivden  ¢ikarilan
mikroorganizmalar1 igeren s1vi besi ortamindan 300 mikrolitre ¢ekilip kati besi ortamina
damla damla eklenerek, petrinin igerisinde yayilmasi saglanmistir. Bu sekilde
hazirlanan kapaklar1 kapali petriler 24 saat slreyle 37°C’de etiivde bekletilmistir;
boylelikle mikroorganizmalarin ¢ogaltilmasi saglanmigtir. 24 saat sonunda ¢ogaltilmig

olan mikroorganizmalar +4°C’de buzdolabinda saklanmustir.

Uretilen membranlarin antimikrobiyal etkinliginin belirlenirken hazirlanan kati besi
ortamlar1 petrilerde homojen bir sekilde yayilmasi saglandiktan hemen sonra bir dnceki
paragrafta anlatildig1 gibi mikroorganizmalarin ¢ogaltildigi sivi besi ortamindan bu kez
500 mikrolitre otomatik pipetle cekilerek, kat1 besi ortamina damla damla eklenip

O0zeyle damlalar zigzaglar seklinde dagitilmistir. 10 mm ¢apli daire seklindeki
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antibiyotik igeren ve igcermeyen membranlar UV 15181 altinda st ve alt yiizeyleri ayri
ayr1 20 dakika bekletilerek steril olmalar1 saglanmistir. Sterillenmis membranlar 85 mm
capindaki petrilerin tam ortasina yerlestirilerek, kapaklar1 kapatildiktan sonra 37°C’de
bir giin bekletilmistir. Her bir Ornekten paralel olarak 3’er deney yapilmistir.
Petrilerdeki bakteri derisimi yaklasik 10° CFU/ml’dir. 24 saat sonra petrilerdeki
membranlarin etrafinda bakterilerin yok oldugu dairesel bolgelerin ¢aplart (D)
ol¢tilmiistiir. Mikroorganizma olarak gram pozitif olan Staphylococcus aureus, gram
negatif olan Escherichia coli kullanilmistir. BOylece ampisilin yUkli membranlarin

hangi bakteri tiriine kars1 daha duyarli oldugu belirlenmistir.
3.9 Cift Tabakal Yara Ortiisiinden Ampisilin Saliminin izlenmesi

Cift tabakali nanofiber membranlarin in-vitro salim g¢alismalar1 % 0.1 (w/v) sodyum
azid iceren farkli tampon c¢ozeltileri ortaminda, 37°C’de ve 30 rpm calkalamali
kosullarda gergeklestirilmistir. Farklt pH degerlerinde fosfat tampon ¢ozeltiler (PBS)
hazirlanmak i¢in Oncelikle 1 M’lik NaOH ve HCI c¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltiler kullanilarak, pH:5, pH:6.5, pH:7.0, pH:7.4, pH:8.0, pH:8.5 olan tampon
cozeltileri elde edilmistir. Cift tabakali membranlar 10 mm ¢apinda dairesel sekilde
kesildikten sonra farkli pH degerlerindeki 10 ml’lik PBS ¢ozeltilerinin bulundugu
tiiplerin igerisine koyulmustur. Salim deneyleri 21 giin siirmiistiir. Salim ortamlarindan
2., 24., 72., 120., 168., 240., 336., 504. saatlerde 3 ml’si kuvars kivete alinarak UV-
gorundr bolge spektrofotometresi (Scinco, S-3100, Kore) ile nicel 6l¢tiimler yapilmistir.
Kalan ¢ozeltiyede 3 ml taze PBS ¢dzeltisi eklenmistir. Oncelikle bu &lgiimlerin hangi
dalga boyunda yapilacag: belirlenmistir. Bunun i¢in bir miktar ampisilin 10 m1’lik PBS
ortaminda (pH:7.4) ¢ozilindiikten sonra kuvars kiivete 3 ml’si alinarak UV-goruntr
bolge spektrofotometresi ile tarama yapilmistir. Bu tarama sonucunda yaklasik 220 nm
ve 250 nm dalgaboyunda pikler elde edilmistir (EK 1 Sekil 1). Salim ortamlarindan
alinan bazi orneklerle deneme yapilarak 220 nm, 240 nm ve 250 nm i¢in absorbans
degerleri okunmus ve bu degerlere bakildiginda en uygun okumalar 250 nm igin
bulunmustur. Bu nedenle salim ortamlarindan alinan tiim 6rneklerin absorbans degerleri

250 nm dalga boyunda okunmustur.
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Kalibrasyon dogrusunu ¢izebilmek i¢in 10 mg AMP, 1 ml PBS’de (pH: 7.4) ¢ozdiikten
sonra ¢ozeltiden 10 pL gekilerek 10 ml’lik PBS igerisine eklenmis ve bu ¢ozeltiden 5
ml alinarak, 3 ml’si kuvars kiivete bosaltilip absorbans okumasi yapilmistir. Geriye
kalan 5 ml’lik ¢6zeltinin tlizerine 5 ml taze PBS ¢o6zeltisi eklenmis ve ¢ozelti hacmi 10
ml’ye tamamlanmistir. Yukarida anlatilan islem 3 kez tekrar edilerek c¢ozeltilerin
seyreltilmesi saglanmis ve absorbans okumalar1 yapilarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir

(EK 1 Sekil 2). Gerekli hesaplamalarda bu grafik kullanilmistir.

Farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltilerde kullanilmak {izere her bir membran ¢esidi i¢in
ikiser 6rnek kullanilmigtir. Belirlenen siirelerde salim ortamlarindan alinan 6rneklerin
absorbans degerleri 250 nm’de okunmustur. Sonuglar degerlendirilerek kiimiilatif salim

miktarlar1 belirlenmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Bu boliimde, deri doku miihendisligi uygulamalarinda yara Ortiisii olarak tasarlanmis
cift tabakali membranlarin liretimi i¢in gerceklestirilen deneysel ¢alismalarin sonuglari

ve sonuglar {izerinde yapilan tartigmalara yer verilmistir.

Deneysel sonuglarda oncelikle sentezlenen polimer Ornekler igin yapilan analiz
sonuglari, daha sonra nanofiber membranlarin iiretimi i¢in gergeklestirilen deneyler,
yanit yiizey yontemi kullanilarak (RSM) yapilan optimizasyon g¢alismalari, nanofiber
membranlarin karakterizasyonu, yara Ortlisiiniin antimikrobiyal etkinligiyle ilgili

sonuclar, en son ise; in-vitro salim deneylerin sonuglari sunulmustur.
4.1 Sentezlenen Polimer Orneklerinin *H-NMR ve FTIR Analizleri

Biyouyumlu bir polimer olan PHEMA sahip oldugu o6zeliklerinden dolayr doku
mihendisliginde siklikla kullanilmaktadir. Sunulan tez kapsaminda -elektroegirme
teknigi kullanilarak PHEMA nanofiber matrislerin hazirlanabilmesi i¢cin PHEMA
polimeri, HEMA monomerinin serbest radikalik polimerizasyonla oda sicakliginda 24
saat siire sonunda sentezlenmistir (Zhang vd. 2011). Sentezlenen PHEMA’nin proton-
nikleer manyetik rezonans (*H-NMR) ve fourier déniisiimlii kizilotesi spektroskopisi

(FTIR) analizleri gerceklestirilmistir.
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Sekil 4.1 Sentezlenen PHEMA nin*H-NMR gordntusu

Sekil 4.1 incelendiginde PHEMA’dan gelen hidroksil grubundaki proton 4.9 ppm,
metilendeki protonlar ise 1.8, 3.6 ve 3.9 ppm, metil grubundaki protonlar ise 0.8 ppm’de
karakteristik pikler ¢ikmistir. Coziicii olarak dotero dimetilsilfoksid (DMSO)
kullanilmis ve igerisindeki metil grubuna ait protonlar 2.6 ppm’de, suyun icerisindeki

protonlar ise 3.4 ppm’de gozukmektedir.
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Sekil 4.2 Sentezlenen PHEMA nin FTIR goruntusu
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Sekil 4.2 incelendiginde PHEMA ’ya ait karakteristik pikler egride 3419 cm™,1727 cm™,
1638 cm™ ve 1161 cm™’dir (Zhang 2011). Bu pikler sirastyla PHEMA "nin yapisindaki
—OH, C=0, C=C, C-O-C gruplarna iliskindir. Her iki analizde PHEMA ’nin bagaril1 bir

sekilde sentezlendigini gostermektedir.

Son yillarda doku mithendisligi alaninda pH ve sicaklik duyarli akilli polimerler 6n
plana c¢ikmaktadir. Yapilan deneysel calismada pH duyarli nanofiber membranlar
iiretmek amaciyla membranin yapisina akrilik asitin olmasi diisliniilmiis ve bu nedenle
oncelikle HEMA-AA’nin kopolimer sentezi yapilmistir. Sentezlenen kopolimerin FTIR
analizi (Sekil 4.3) yapilarak yapida HEMA ve AA’nin bulundugu belirlenmistir. Sekil
4.3’de PHEMA’ya ait pikler sekil 4.2°deki gibi ¢ikmistir. Kopolimerde AA varligi
AA’nin karakteristik piki olan karboknil grubuna (C=0) ait 1690 cm™ dalgaboyundaki
piktir (Cardenas vd. 2000). Kopolimerin basarili bir sekilde sentezlenmesine karsin
kopolimerden elde edilen fiberler ¢ok sayida boncuk icermesinden dolay1 HEMA ve

AA’dan homojen bir polimer karigimi hazirlanmistir.

710

cm?
Sekil 4.3 Sentezlenen Poli(HEMA-ko-AA) FTIR gorintisu

Polimer karigiminin hazirlanmasinda oncelikle PAA serbest radikalik polimerizasyon

ile sentezlenmistir. (Rivas vd. 1997). Sentezlenen PAA’nin sekil 4.4’de 'H-NMR
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analizi verilmistir. Sekil 4.4’de PAA’deki metilen grubuna ait protonlar a ve b seklinde
simgelenen spektrumlardir. DMF olarak simgelenen spektrum ise c¢oziicii olarak
kullanilan détero dimetil formamide aittir. 4 ppm ile 14 ppm arasindaki pikler

safsizliklardan kaynaklanmaktadir.

DMF

r f

J R 19/4
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Sekil 4.4 Sentezlenen PAA nin *H-NMR gériintiisii

PAA’y1 sentezledikten sonra sentezlenen PHEMA ile 1/3 oraninda (PAA/PHEMA, v/v)
karigtirilarak polimer karisimi elde edilmis ve 'H-NMR analizi yapilmistir. Sekil 4.1 ve
sekil 4.4°deki PHEMA ve PAA ait olan pikler sekil 4.5°de de ¢ikmustir. Piklerin daha
1yi goriilebilmesi i¢in spektrumlar biiyiiltiilerek sekil 4.6 elde edilmistir.
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Sekil 4.6 Sentezlenen PHEMA-PAA polimer karigiminin 'H-NMR gorantusu
biiyiiltiilmiis spektrumlar
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Sekil 4.6’da verilen *H-NMR analizine gore homojen karisimin yapisinda PHEMA ve
PAA oldugu belirlenmistir. PHEMA’nin yapisinda bulunan gruplara ait protonlar -
OH:a, -CHj:b,c,g, -CHs:j olacak sekilde, PAA’nin yapisinda bulunan metilen
grubundan(-CH;) gelen protonlar ise f ve h ile simgelenmistir. Coziicii olarak dotero
DMSO kullanilmistir igerisindeki metil grubundan gelen protonlar e piki olarak

gosterilmistir. Sudan gelen protonlara ait pik ise d’dir.
4.2 Nanofiber Membranlari Uretimi

Son yillarda ilag salim ve doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in elektroegirme yontemi
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu yontem ile nanometre boyutunda fiber Gretimi
gerceklesmektedir. Elektroegirme yontemiyle mikro ve nano boyutta yuksek gozenekli,
dogal hiicre dis1 matrisi(extracellular matrix, ECM) taklit edebilecek iskelelerin
hazirlamasini saglamaktadir. Elektroegirilmis iskeleler genis yiizey alani/hacim oranina
sahip olmalar1 nedeniyle hiicre ekimi, ilag yuklemesi ve kitle transferi gibi 0zelikleri
arttirtlabilir. Biyobozunur, biyobozunmaz ve dogal pek ¢ok madde elektroegirilebilir

(Sill ve Recum 2008).

Orglilu-6rgiisiiz tek, iki ve ii¢ boyutlu doku iskeleleri bu yontemle hazirlanabilmektedir.
Bu iskelelerin hazirlanmasinda kullanilan polimer ¢ozeltisinin derisimi, viskozitesi ve
elektroegirme parametreleri olan akis hizi,voltaj ve toplayict uzakliginin fiber yapisin
onemli derecede etkiledigi yapilan arastirmalarla belirlenmistir (Sill ve Recum 2008,

Zhang vd. 2011).

Tez ¢alismasinda hem PHEMA nanofiber membranlarin eldesinde hem de ¢ift tabakali
yara Ortiisiiniin Uretiminde akis hizi1 ve voltaja gore polimer derisiminin fiber ¢apini
onemli derecede etkiledigi belirlenmistir. Tiim membranlarin iiretiminde sekil 3.1°deki

diizenek kullanilmustir.
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4.2.1 PHEMA nanofiber membranlarin iiretimi

Bolim 3.2°de anlatildigi gibi hazirlanan PHEMA polimer ¢o6zeltisi kullanilarak
elektroegirme islemleri gergeklestirilmisti. PHEMA nanofiber membranlarin
iiretiminde polimer ¢ozeltisinin sicakligi, derisimi, akis hizi ve voltajin fiberler
lizerindeki etkisi incelenmistir. Oncelikle polimer ¢ozeltisi sicakhiginin  fiber
olusumunda etkisine bakilmistir. Her bir parametre i¢in ayr1 ayr1 deneyler yapilmis ve
optik mikroskop goriintiileri alinmistir. 25°C’de sabit sicaklikta polimerizasyonun
gergeklesmesinden sonra elde edilen PHEMA polimer ¢ozeltisinin hacimce yarisi
almarak  siringaya beslenmis ve oda sicakliginda elektroegirme  islemi
gerceklestirilmistir. Oda sicakliginda (25°C) olan polimer ¢Ozeltisinden elde edilen
yapilarin optik mikroskop goriintiileri sekil 4.7 ve sekil 4.8’de verilmistir. Gorlntuler
incelediginde bazi1 kosullarda fiberlerin olusmadigi ve olusan fiberlerde ise homojen
olmayan yap1 ve sarmalanmadan dolayr polimer ¢dozeltisinin kalan diger yarisi
buzdolabinda +4°C’ye gelene kadar bekletilerek polimer ¢ozeltisinin daha viskoz olmasi
saglanmistir. Soguyan ¢ozelti egirilmek tlizere siringaya beslenmistir. Elde edilen
fiberlerin optik mikroskop goriintiileri sekil 4.9 ve sekil 4.10°da verilmistir. Goriintiler
incelediginde fiberlerde kopma ve boncuk olmadigi g6zlenmistir. Yeterli viskoziteye
sahip cozeltilerde siirekli bir ¢dzelti jeti olugsmasi boncuk olusmasini engeller (Buchko
vd. 1999). Bu nedenle daha sonraki c¢alismalarda PHEMA polimeri sentezlendikten

sonra egirilmek iizere +4°C’ye gelene kadar buzdolabinda bekletilmistir.
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Sekil 4.7 25°C olan PHEMA’dan elde edilen fiberlerin optik mikroskop goruntuleri
3.8uL/dk, 15 cm

a. 24 kV, b. 20kV, c. 18 kV, d. 15 kV, e. 10 kV
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Sekil 4.8 25°C olan PHEMA’dan elde edilen fiberlerin optik mikroskop gorntuleri
10 pL/dk, 15 cm

a. 24 kV, b. 20kV, c. 18 kV, d. 15 kV, e. 10 kV

a [ C
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Sekil 4.9 +4°C olan PHEMA’dan elde edilen fiberlerin optik mikroskop géruntuleri
3.8 uL/dk, 15 cm

a. 24 kV, b. 20kV, c. 18 kV, d. 15 kV, e. 10 kV

a b C
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Sekil 4.10 +4°C olan PHEMA'’dan elde edilen fiberlerin optik mikroskop gorintileri
10 pL/dk,15 cm

a. 24 kV, b. 20kV, c. 18 kV, d. 15 kV, e. 10 kV
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Sunulan ¢calismada PHEMAdan fiber iiretiminde Zhang ve arkadaslarinin 2011 yilinda
yapmis oldugu calisma referans alinmistir. Bu caligmada fiber {iretimi i¢in en uygun
elektroegirme parametreleri, akis hizi i¢in 3.8ul/dk, voltaj icin 18 kV, siringa ignesi ucu
ile toplama paneli arasindaki uzaklik 15 cm ve Etanol/PHEMA (v/v) orani igin
2.67/1.33 olarak belirlemislerdir. Yapilan deneylerde bu parametreler g6z 6nilinde
bulundurularak farkli parametreler denenmistir (Cizelge 4.1). Siringa ignesi ucu ile
toplama paneli arasindaki uzaklik 15 cm sabit degerde tutulmus ve ¢izelge 4.1°de
verilen parametreler kullanilarak elektroegirme islemleri gerceklestirilmistir. Her bir
parametre i¢in ayr1 ayr1 deneyler yapilarak optik mikroskop goriintiileri alinmistir. Elde
edilen fiberlerin 6nce optik mikroskop goriintiilerine bakilmig fiber gérintilerinde
boncuk olusumuna, fiberlerin yapisinin homojen halde olmasina ve sarmalanmalara
dikkat edilerek parametreler degistirilmistir. Daha sonra segilen en iyi goriintiiler igin

SEM ornekleri hazirlanmastir.

Cizelge 4.1 PHEMA nanofiberlerin tiretiminde kullanilan elektroegirme parametreleri

Akis hizi (nl/dk) 3.5-3.8-7-10-20-40-80
Voltaj (kV) 10-15-18-20
Etanol/PHEMA (v/v) 2/1
Siringa ignesi ucu-toplama paneli arasindaki uzakhk 15 cm

Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14 incelendiginde 20, 18, 15 ve 10 kV degerlerinde boncuk
olmayan, fiberlerin en iyi yapida oldugu akis hizi 10 pL/dk’dir. Ayrica tiim akis
hizlarinda boncuk igermeyen tek voltajin ise 10 kV oldugu belirlenmistir (Sekil 4.14).
Literatiirde ise en uygun akis hiz1 3.8 pL/dk ve en uygun voltaj ise 18 kV segilmistir
(Zhang vd. 2011). Tez kapsaminda yapilan calismada literatiirdeki bu parametreler
denenerek sekil 4.12 (b) goriintiisii elde edilmis ve bu goriintiide bliyiik ve ¢cok sayida

boncuklarin olusumuna rastlanmistir.
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Sekil 4.11 PHEMA nanofiberlerin optik mikroskop gorintuleri, Etanol/PHEMA (v/v) :
2/1, 20 kV

a. 3.8uL/dk, b. 10uL/dk, c. 20uL/dk, d. 40 puL/dk, e. 80 pL/dk

Sekil 4.12 PHEMA nanofiberlerin optik mikroskop goruntileri, Etanol/PHEMA (v/v) :
2/1, 18 kV

a.3.5uL/dk, b. 3.8pL/dk, c. 7pL/dk, d. 10 pL/dK, e. 20 pL/dk, f. 40 uL/dK, g. 8OpL/dk

48



Sekil 4.13 PHEMA nanofiberlerin optik mikroskop goruntileri, Etanol/PHEMA (v/v) :
2/1, 15 kV

a. 3.5pL/dk, b. 3.8pL/dK, c. 7uL/dk, d. 10 pL/dk, e. 20 pL/dk, f. 40 pL/dk, g. 80pL/dk

a3 b C
d 3 f

E

Sekil 4.14 PHEMA nanofiberlerin optik mikroskop gordntuleri, Etanol/PHEMA (v/v) :
2/1, 10 kV

a. 3.5uL/dk, b. 3.8pL/dk, c. 7uL/dk, d. 10 pL/dk, e. 20 pL/dk, f. 40 uL/dk, g. 8OpL/dk
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Polimer ¢ozeltisinin derigimi elektroegirmeyi etkileyen parametreler arasindadir (Sill
ve Recum 2008). %66.3’liik etanol ¢ozeltisi PHEMA polimer ¢ozeltisine eklendiginde
cOzelti daha seyreltik olacagi i¢in viskozite azalir. Belli bir degere kadar viskozite
azaldikca, fiber ¢cap1 azalir (Zhang vd. 2011). Bu nedenle farkli polimer derisimlerinde
deneyler yapilmistir (Cizelge 4.2). Literatiirde en uygun akisin 3.8 uL/dk olmasindan
dolayr bu akis hiz1 ic¢in farkli polimer derisimlerinde 10 kV voltaj degerinde
elektroegirme deneyleri yapilmis ve matrislerin SEM goriintiileri1 alinmistir. Sekil
4.15°da verilen SEM goériintiilerinde polimer ¢ozeltisine etanol eklenmediginde
ortalama fiber ¢apinin 2481.3 + 470.6 nm olarak hesaplanmistir. Etanol/PHEMA (v/v)
orant :1/1 iken ortalama fiber ¢ap1 484.9 + 150.1 nm bulunmustur. Bu oran 3/1
oldugunda ise fiberlerin olusmamis olmasi da literatiirle uyumludur (Zhang vd. 2011).
SEM analizlerine gore polimer ¢ozeltisine eklenen etanol miktarinin fiber g¢aplari

tizerinde etkili bir parametre oldugu sonucuna varilmaistir.

Cizelge 4.2 Etanoliin ve PHEMA nin siringaya besleme oranlar1i ve PHEMA fiberlerin
ortalama fiber ¢aplari

Etanol, ml | PHEMA, ml Fiber Caplari, nm SEM gorantaleri
0 2 2481.3 +470.6 Sekil 4.15.a
1 1 484.9 + 150.1 Sekil 4.15.b
2 1 98.6+15.6 Sekil 4.16
3 1 fiber olusumu gozlenmedi Sekil 4.15.c

Etanol/PHEMA (v/v) orani: 2/1 iken optik mikroskop goriintiilerine bakildiktan sonra
10 pL/dk akis hizi ve 10 kV voltaj i¢cin nanofiber matrislerin SEM analizleri yapilmis
(Sekil 4.16) ve ortalama fiber capt 98.6+15.6 nm olarak bulunmustur. Literatiirle
(Zhang vd. 2011) karsilastirlldiginda fiber c¢aplar1 daha kiiciik ¢ikmistir. PHEMA
nanofiber yapidaki membranlarin {iretimi i¢in yapilan elektroegirme deneyleri

sonucunda en uygun kosul literatiirden farkli olarak Etano/PHEMA (v/v) : 2/1
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oraninda, 10 pL/dk akis hizinda, 15 cm uzaklikta (siringa ignesi ucu-toplama paneli) ve

10 kV voltaj degerinde bulunmustur.

Sekil 4.15 PHEMA nanofiber membranlarin SEM goriintiisi, 3.8uL/dk, 15 cm, 10 kV

Etanol/PHEMA (v/v): a. saf PHEMA ¢ozeltisi, b. 1/1, c. 1/3 (Biiyiiltme orani: 1000X)

Sekil 4.16 PHEMA nanofiber membranlarin SEM goriintiisii, 10uL/dk, 15 cm, 10 kV

Etanol/PHEMA (v/v):2/1, biiyiiltme oranlari: a. 2x10%, b. 1x10*, c. 5x10°

4.2.2 Poli (HEMA-ko-AA) nanofiber membranlarin iiretimi

Bolum 3.3’de anlatildigr gibi farkli oranlarda monomerler igerecek sekilde sentezlenen
kopolimer ¢ozeltileri siringalara beslenerek elektroegirme deneyleri yapilmistir. Elde
edilen yapilarin optik mikroskop goriintiilerine bakildiginda AA/HEMA (v/v) orani 0.2
iken fiberlerin olusmadigi, bu oran 0.3 ve 0.4 oldugunda ise elde edilen fiberlerde
kopmalar oldugu ve ¢ok sayida boncuk igerdigi belirlenmistir (Sekil 4.17). Bu nedenle
kopolimer sentezinde siireli yayinlara bakilarak (Krupers vd. 1996, Ende ve Peppas
1996, Zecheru vd. 2007) farkli yontemler denenmis; ancak bu kezde elde edilen
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yapiskan yapida olan kopolimerin ¢oziinmesinde problem yasanmistir. TUum bu

nedenlerden dolay1 polimer karigiminin hazirlanmasina karar verilmistir.

@) (b)

Sekil 4.17 Poli(HEMA-ko-AA) fiberlerin optik mikroskop gorintileri, 10 pL/dk, 15
cm, 18 kV

Monomer oranlar1 (AA/HEMA, (v/v)): a. 0.2,b. 0.3, c. 0.4

4.2.3 PHEMA-PAA nanofiber membranlarin iiretimi

pH duyarli membranlar liretmek amaciyla polimer karigimi hazirlanirken poliakrilik
asit (PAA) kullanilmigtir. Polimer karigimi b6lum 3.4’te anlatildigi gibi hazirlanarak
siringaya beslenmis ve yiiksek voltaj sayesinde jet olusmaya baslayarak fiberler toplama
paneline toplanmistir. Siringa ignesi ucu-toplama paneli arasindaki uzaklik 15 cm
degerinde sabit tutularak cizelge 4.3’de verilen parametrelerde deneyler yapilarak
polimer karigimindan nanofiber iiretiminde en uygun kosullarin belirlenmesi igin

elektroegirme deneyleri tamamlanmustir.

Cizelge 4.3 PHEMA-PAA nanofiberlerin elektroegirme parametreleri

Akis hiza (ul/dk) 10-7.5-5-3.8

Voltaj (kV) 15-18-20-25

Siringa ignesi ucu-toplama paneli arasindaki uzakhk 15 cm

Cizelge 4.3°de verilen parametreler kullanilarak iiretilen fiberlerin oncelikle optik
mikroskop goriintlileri alinmistir. Bu goriintiilerle boncuk olusuma ve fiberlerin

yapilarina bakildiktan sonra en 1yi goriintiilerin elde edildigi parametrelerde membranlar
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uretilip SEM analizleri yapilmistir. Sekil 4.18 - 4.21°de verilen optik goruntulerde tim
akis hizlarinda optimum azlikta boncuk olan voltaj degerleri 18 kV ve 20 kV’dur.
Ayrica 25 kV voltaj degerinde tiim akis hizlarinda boncuk olusumu goézlenmistir. Akis
hiz1 azaldik¢ca boncuk olusumunda azalma goriilmektedir. 18 ve 20 kV degerlerinde
goriintliler daha iyi oldugu i¢in bu parametrelerde iiretilen membranlarin SEM analizi

yapilmugtir.

Sekil 4.18 PHEMA-PAA nanofiberlerin optik mikroskop goérintileri, 10 pL/dk

a.15 kV, b.18 kV, c. 20 kV, d. 25 kV

53



-b
-d

Sekil 4.19 PHEMA-PAA nanofiberlerin optik mikroskop gérintileri, 7.5 pL/dk
- b
o o -

Sekil 4.20 PHEMA-PAA nanofiberlerin optik mikroskop gérintileri, 5 pL/dk

a.15 kV, b.18 kV, c. 20 kV, d. 25 kV

a.15 kV, b.18 kV, ¢. 20 kV, d. 25 kV



Sekil 4.21 PHEMA-PAA nanofiberlerin optik mikroskop gorunttleri, 3.8 pL/dk

a.15 kV, b.18 kV, c. 20 kV, d. 25 kV

Sekil 4.22°de verilen SEM goriintiilerinde 20 kV voltaj degerinde tiim akis hizlari i¢in
boncuk olusumu vardir. Voltaj degeri 18 kV diisiirtildiigiinde 5 pL/dk disinda diger tiim
akis hizlarinda oldukga fazla ve biiyiik boncuklarin olustugu belirlenmistir (Sekil 4.23).
Bu nedenle PHEMA-PAA nanofiber membranlarin iiretiminde en uygun kosul 5 pL/dk,
15 cm ve 18 kV olarak sec¢ilmistir (Sekil 4.24). Ayrica tiim bu SEM goriintiilerinden
ortalama fiber ¢aplari hesaplanarak ¢izelge 4.4’de verilmistir. En kiigiik ¢ap segilen

kosul i¢in bulunmustur.
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Sekil 4.22 PHEMA-PAA nanofiber membranlarin SEM goériintiileri, 20 kV

a.10 pL/dk, b.3.8 pL/dk, c.7.5 pL/dk, d.5 uL/dk (Biiyiiltme orani: 1000X )

Sekil 4.23 PHEMA-PAA nanofiber membranlarin SEM goériintiileri, 18 kV

a.10 pL/dk, b.3.8 pL/dk, c.7.5 pL/dk, d.5 pL/dk (Biiyiiltme orani: 1000X)
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Sekil 4.24 PHEMA-PAA nanofiber membranlarin SEM goriintiileri, 5 puL/dk, 18 kV

Biiytiltme orani: a.5000X, b.10000X, ¢.20000X, d.50000X

Cizelge 4.4 PHEMA-PAA nanofiber membranlarin tiretim kosullar1 ve fiber ¢aplari

Akis iz, pL/dk Voltaj, kV Fiber ¢aplari, nm

3.8 18 148.06+31.73

20 102.22+23.52

5 18 70.70+£12.08

20 106.77+27.04

7.5 18 101.51+43.65

20 76.96+18.77

10 18 141.93+31.60

20 105.58+26.14
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4.2.4 Cift tabakal nanofiber yapidaki membranlarin (yara ortiisiiniin) iiretimi

Cift tabakali membranin iiretiminde Oncelikle PCL-jelatin nanofiber matrisler
elektroegirme yontemi ile iiretilmistir. Boliim 3.5.3’de anlatildig1 gibi hazirlanan PCL-
jelatin ¢ozeltisi egirilmek iizere siringaya beslenmistir (Tigh vd. 2011). Toplama paneli
aliminyum folyo ile kaplandiktan sonra 1.8 mL/sa (Tigl vd. 2011), 15 cm ve 18 kV
olan elektroegirme parametreleri uygulanarak toplama paneline PCL-jelatin
nanofiberler toplanmistir. Aliiminyum folyodan kolaylikla ¢ikarilan PCL-jelatin
membranlar %70’lik etanolde 1slatildiktan sonra liyafilizatérde vakum altinda 1 gece
bekletilerek kurumasi saglanmistir. Kurumus olan PCL-gelatin membranlarin SEM
goriintiileri sekil 4.25°de verilmistir. Ortalama fiber ¢ap1 ve cap dagilimi 189.79+ 80.36

nm bulunmustur.

Sekil 4.25 PCL-Jelatin nanofiber membranlarin SEM goriintiileri

Biiyiiltme orant: a. 1000X, b. 2000X, c¢. 5000X

Olast bir enfeksiyon ile pH degisimi karsisinda kontrollii antibiyotik saliminm
saglayabilen membranlar Uretmek amag¢lanmistir. Bu nedenle hazirlanan polimer
karisiminin agirlikca (w/w) % 0.1, % 0.3 ve % 0.5°i kadar ampisilin (AMP), polimer
karisimina eklenmigtir. Hazirlanan PCL-jelatin - membranlar aliminyum folyoya
yapistiritlarak bu membranlarin {izerine ampisilin igermeyen ve farkli miktarlarda
ampisilin iceren PHEMA-PAA homojen polimer karisimi egirilmistir. Ampisilin,
polimer ¢ozeltisinde az miktarda oldugu icin PHEMA-PAA nanofiberlerin Gretiminde
secilen parametreye yakin degerlerde calisilmistir. Belirlenen akis hizlari igin voltaj
degerleri secilirken polimer ¢ozeltisi damlaciginin 18 kV’da Taylor konisi olusturmaya

baslamasi nedeniyle, kritik voltaj degeri 18 kV olarak belirlenmistir. Siringa ignesi ucu-
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toplama paneli arasindaki uzaklik 15 cm sabit degerde tutularak yapilan deneylerde
kullanilan parametreler: ampisilin icermeyen (bos membran) ve % 0.1 AMP igin
Sul/dk akis hizi, 18 kV voltaj, % 0.3 AMP i¢in 6.5uL/dk akis hiz1,18 kV voltaj ve %
0.5 AMP i¢in 7ul/dk akis hizi, 20 kV voltaj degerindedir. Bu parametrelerde iiretilen
membranlarin SEM analizi yapilarak fiberlerin morfolojisi ve ¢aplari-cap dagilimlarina
bakilmistir. Sekil 4.26’da verilen SEM gorintiileri incelendiginde Uretilen tim
membranlarin beklenenden daha biiyiik ¢aplara sahip oldugu belirlenmistir (Cizelge
4.5). Oysa sekil 4.24 ve sekil 4.25’deki goriintiilerde tek tabakalar halinde verilen alt
tabaka (189.79+ 80.36 nm) ve {ist tabakanin (70.70+12.08 nm, AMP igermeyen) ¢aplari
oldukea kiictiktiir, tabakalar birlestiginde fiber ¢aplarinin asir1 derecede biiyiik ¢ikmasi
istenmeyen bir durumdur. Bunun nedeninin iist tabakanin direk aliiminyum folyoya
degilde PCL-jelatin tabakasinin {izerine egirilmesinin elektriksel iletkenligi degistirdigi
distiniilmiistir. Bu nedenle PCL-jelatin tabakasinin iizerine AMP igeren polimer
cozeltisi (list tabaka) egrilirken ¢ift tabakanin disinda kalan direk aliminyum folyonun
Uzerinde toplanan bolgeden alinan st tabaka orneklerinin SEM goriintiileri alinarak
sekil 4.27°de verilmistir. Bu goriintiilerde de fiber ¢aplar1 oldukca biiyiik ¢ikmistir
(Cizelge 4.5). Eklenen AMP miktar1 ¢ozeltinin derisimini degistirdigi icin fiber
caplarii da etkileyecektir; ancak eklenen AMP miktari en fazla (w/w) % 0.5’dir. Fiber
caplariin yaklasik 70 nm’lerden yaklagik 4000 nm’lere kadar biiyiik bir farkla ¢ikmig

olmasinin elektriksel iletkenlikten kaynaklandigi sonucuna varilmistir.

Cizelge 4.5 Cift tabakali membranlarin elektroegirme parametreleri ve fiber ¢aplari

Membranin icerdigi %o AMP miktar1 (w/w) | Akis mzy, pL/dk | Voltaj, kV | Fiber Capi, nm
Bos (% 0 AMP) 5 18 1814.68+733.88
% 0.1 AMP 5 18 2583.89+1182.31
% 0.3 AMP 6.5 18 1912.10+1608.74
% 0.5 AMP 7 20 3335.98+962.21
Cift tabakadan alinan AMP iceren iist tabakalarin fiber caplari, nm
% 0.1 AMP 2676.35+725.35
% 0.3 AMP 3854.77+1588.82
% 0.5 AMP 4180.05+£955.97
Siringa ignesi ucu ile toplama paneli arasindaki uzakhk:15 cm
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Sekil 4.26 Cift tabakali membranlarin SEM goriintiileri

Agirlikca yiizdeleri: a. bos membran, b. % 0.1 AMP, c. % 0.3 AMP, d. % 0.5 AMP (Biiyiiltme orani:
1000X)

Sekil 4.27 Tek tabakali membranlarin (Ust tabaka) SEM gorntuleri

Agirlikea yiizdeleri: a. % 0.1 AMP, b. % 0.3 AMP, c. % 0.5 AMP (Biiyiiltme orani: 1000X)

Uretilen cift tabakali membranlarin fiber caplarinin ve cap dagilimlarmin biiyiik
olmasindan (Cizelge 4.5) dolayr daha Onceden belirlenen elektroegirme
parametrelerinin degerleri arttirilarak ¢ift tabakali membranlarin iiretiminde en uygun
kosullar1 belirlemek icin tekrar elektroegirme deneyleri yapilmistir. Tiim membranlar
10uL/dk akis hizinda, 20 cm (siringa ignesi ucu-toplama paneli arasindaki uzaklik) ve
21 kV voltajda iiretilmistir. Bu parametrelerde iiretilen ¢ift tabakali bos membranin ve

cift tabakali bos membranin etrafindaki aliiminyum folyo iizerine direk toplanan iist
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tabakanin (PHEMA-PAA nanofiberler) SEM goriintiisii (Sekil 4.28.a,c) incelendiginde
fiberlerin ortalama caplarinin azaldig1 fakat ¢cap dagiliminin fazla olmasi ve fiberlerin
istenilen boyutta olmamasindan dolayr daha énce PHEMA nanofiberlerin iiretiminde
etanoliin etkisi ile ilgili deneyler yapilmis ve PHEMA ¢6zeltisinin hacimce 2 kat1 kadar
% 66.3’liik etanol ¢ozeltisi eklenince fiber ¢aplarinda azalma oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle polimer karigiminun hacminin 2 kati kadar % 66.3’liik etanol c¢ozeltisi
ampisilin icermeyen polimer karisimina eklenmistir.  Yiikseltilmis parametre
degerlerinde elektroegirme deneyleri gerceklestirilerek cift tabakali bos membranin ve
iist tabakanin (Sekil 4.28.b,d) fiber ¢aplarinda azalma olmasindan (Cizelge 4.6) dolay1
ampisilin igeren polimer karigimlarina da karisim hacminin 2 kati kadar % 66.3’luk
etanol ¢Ozeltisi eklenmis ve tiim membranlarin ortalama fiber ¢aplarinda azalma
saglanmistir (Cizelge 4.6, Sekil 4.29). Ampisilin iceren membranlar arasinda fiber
caplarinin daha kiigiik olmasindan ve fiberlerin homojen olarak elde edilmesinden
dolay1 en iyi fiber morfolojisi olarak % 0.1 (w/w) AMP iceren membran seg¢ilmistir
(Sekil 4.29.d, Sekil 4.30.b). Sonug olarak ¢ift tabakali tiim membranlarin {ist tabakasinin
uretimi icin en uygun parametreler Etanol/PHEMA-PAA karisimi (v/v) orani: 2/1,
10pL/dk, 20 cm ve 21 kV’dur.

Cizelge 4.6 Yikseltilmis elektroegirme parametreleri kullanilarak tiretilen membranlar

Membran tiri Etanolsiiz ¢ozelti Etanol/PHEMA-PAA polimer karisim (v/v) :2/1
Fiber ¢api, nm Fiber ¢api, nm
Cift tabakali bos 1235.45+1138.44 350.97+80.18
membran
Bos membranin ist 678.03+374.29 264.02+74.88
tabakasi
Membranin icerdigi Etanol/PHEMA-PAA polimer karisinm (v/v) :2/1
% AMP miktar1 Cift tabaka Cift tabakali membrain iist tabakasi
(Wiw) Fiber ¢api, nm Fiber ¢api, nm
% 0.1 AMP 381.81+£73.53 119.83+19.70
% 0.3 AMP 819.40+180.67 792.25+135.09
% 0.5 AMP 862.58+262.42 798.43+188.74
Akis hizi 10pL/dk
Siringa ignesi ucu-toplama paneli arasindaki uzakhk 20 cm
Uygulanan voltaj 21 kV
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Sekil 4.28 Yiikseltilmis parametrelerde iiretilen bos (AMP igermeyen) membranlarin
SEM gorintusu

a. Ust tabaka, etanolsiiz, b. ust tabaka, etanolli, c. ¢ift tabaka, etanolsiiz, d. cift tabaka, etanollu (Blytltme
orant: 1000X)
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Sekil 4.29 Yiikseltilmis parametrelerde tiretilen membranlarin SEM gdriintiisii

a,b,c. Ust tabakalar, d,ef. ¢ift tabakalar. Etanol/PHEMA-PAA karigimi (v/v): 2/1, agirlik¢a yiizdeleri:
(a,d) % 0.1 AMP, (b,e) % 0.3 AMP, (c,f) % 0.5 AMP (Biiyiiltme orani: 1000X)

Sekil 4.30°da verilen ¢ift tabakali bos membranin ve farkli miktarlarda AMP igeren
membranlarin SEM goriintiileri incelenlendiginde cift tabakali yapiy1 gorebilmek i¢in
Ozellikle % 0.5 (w/w) AMP iceren membranda alt ve st tabakadaki fiberler belirgin
olarak fark edilebilmektedir (Sekil 4.30.d,h). Bu goriintiiye gore ¢ift tabakali nanofiber

yapidaki yara Ortiistiniin basarili sekilde elde edildigi sonucuna varilmistir.
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Sekil 4.30 Yikseltilmis parametrelerde iiretilen c¢ift tabakali membranlarin SEM
goruntasu

Etanol/PHEMA-PAA karigimi (v/v): 2/1, agirlikga yiizdeleri: (a,e) % 0 AMP (bos membran), (b,f) % 0.1
AMP, (c,g) % 0.3 AMP, (d,h) % 0.5 AMP (Biiyiiltme orani: (a,b,c,d) 5000X, (e,f,g,h) 20000X)

4.3 PHEMA Nanofiberlerin Yamt Yiizey Yontemi (RSM) ile Optimizasyonu

RSM yonteminde kullanilan Desing Expert-6 yazilimiyla yapilan tasarimda bagimli
degisken yani sayica en fazla olan fiber ¢aplar1 yanit degiskenini olusturmustur. Merkez
nokta Etanol/PHEMA orani (v/v) 1.50, 10 pL/dk akis hizt ve 10 kV voltaj degeri
olacak sekilde yazilim programina girilerek yazilim 20 adet deney onermistir. Bunlarin
6 tanesi tekrar deneyi yani merkez noktadaki parametrelerdir. Yazilim tarafindan
Onerilen deney programi uygulandiginda {iretilen nanofiberlerin SEM goriintiileri (Sekil
4.31,4.32) alinarak ortalama g¢aplart ve cap dagilimlar1 hesaplanmistir. SEM

goriintiilerine harf simgeleri verilerek cizelge 4.7’ye eklenmistir. Olgiilen fiber caplari
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ile birlikte kullanilan kodlanmis ve gercek degerler ¢gizelge 4.7°de verilmistir. Yazilimda

2. derece (quadratic) model secilerek deney programinin uygulamaya sokulup

cOziilmesi saglanmistir. Yazilimda cesitli modeller secilerek denemeler yapilmistir;

ancak sistem icin en uygun olanin 2. derece (quadratic) model oldugu diistiniilmustiir.

En biiyiik ve en kiiclik yanit degerleri arasindaki oran 7,87°dir. Bu deger 10’a yakin

oldugu icin yanit degerleri iizerinde bir doniisiim yapilmasi gerekmektedir.

Yanit

degerlerinin dogal logaritmasit (In) alinmustir; ¢linkii yanit degiskeni olan fiber

caplarinin biiytikligli 6nemlidir.

Cizelge 4.7 Kodlanmis ve gergek degerler cinsinden deney programi ve elde edilen
yanit
Deney X1 Xo X3 Akis Voltaj Etanol/ Fiber SEM
numarasi Hizi (kV) PHEMA | Capr (nm) | Simgeleri
(ui/dk) oram (v/v)

1 1 1 1 13 12 2 270 a
2 -1.68 0 0 4.95 10 15 211 b
3 0 0 0 10 10 15 260 c
4 -1 1 -1 7 12 1 430 d
5 0 0 0 10 10 15 276
6 0 0 0 10 10 15 293 f
7 1 -1 -1 13 8 1 596 g
8 1 -1 1 13 8 2 335 h
9 0 0 -1.68 10 10 0.66 1661 i
10 0 1.68 0 10 13.36 15 313 ]
11 0 0 0 10 10 15 285 k
12 0 0 1.68 10 10 2.34 279 |
13 0 0 0 10 10 15 280 m
14 0 0 0 10 10 15 297 n
15 1 1 -1 13 12 1 381 0
16 0 -1.68 0 10 6.64 15 335 p
17 -1 -1 1 7 8 2 285 r
18 1.68 0 0 15 10 15 350 S
19 -1 -1 -1 7 8 1 436 t
20 -1 1 1 7 12 2 343 %
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Sekil 4.31 Optimizasyon sonucunda tiretilen PHEMA nanofiberlerin SEM gorntuleri

Fiber caplar1 (nm): a. 270£50, b. 211+37, c. 260+50, d. 430+99, e. 276+40, f. 293451, g. 59692, h.
335+53, i. 1661+433, j. 31356, k. 285+44, |. 279+52 (Biiyiiltme orani: 5000X)
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Sekil 4.32 Optimizasyon sonucunda iiretilen PHEMA nanofiberlerin SEM goriintiileri

Fiber ¢aplar1 (nm): m. 280+50, n. 297455, o. 381+90, p. 335+53, r. 285454, s. 350462, t. 43690, v.
343+53 (Biiyiiltme orani: 5000X)
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SEM goriintiileri incelendiginde akis hizi ve voltaj sabitken Etanol/PHEMA orani
0.66°dan (Sekil 4.31.1) 2.34°e (Sekil 4.31.1) ¢ikarildiginda ortalama fiber caplar1 1661
nm’den 279 nm’ye diismiistiir. Etanol/PHEMA oran1 ve akis hiz1 sabitken voltajin etkisi
incelendiginde uygulanan voltaj 6.64 kV’den (Sekil 4.32.p) 13.36 kV’ye (Sekil 4.34.))
cikarildiginda ortalama fiber ¢aplart 335 nm’den 313 nm’ye diismiistiir. Akis hizinin
etkisi incelenirken sabit Etanol/PHEMA oraninda ve voltajda akis hizi 7pL/dk’dan
(Sekil 4.32.t) 13ul/dk’ya (Sekil 4.31.g) cikarildiginda ortalama fiber c¢aplar1 436

nm’den 596 nm’ye ¢ikmistir.

Modelin varyans analizi (ANOVA) gergeklestirilerek yanit yiizey yonteminin
dogrulugu test edilmistir. Modelin ANOVA testi sonucunda 6nemli olan degerler

cizelge 4.8’de verilmistir.

Cizelge 4.8 Minimum fiber ¢apinin belirlenmesinde kullanilan modelin ANOVA testi

sonugclari
F Prob>F
Model 7.38 0.0022
X1 147 0.2525
X2 0.58 0.4634
X3 33.09 0.0002
X1° 0.22 0.6472
X" 0.39 0.5479
X3’ 27.66 0.0004
X1X2 1.88 0.2001
X1X3 0.20 0.6674
X2X3 0.50 0.4950
Uygunlugun zayifligi 39.72 0.0005
Standart sapma 0.22
R 0.8691
Adj R, 0.7514
Dogruluk kesinlik degeri 10.522
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Kullanilan modelin énemini ifade eden deger F testi degeridir. Bu deger modelde 7.38
cikmistir. Model parametrelerinin 6nemini gosteren deger ise Prob>F degerleridir. Bu
degerlerin 0.05’ten kiigik olmast durumunda ilgili modeldeki parametrelerin 6nemli
oldugunu gostermektedir. ANOVA testi sonucuna goére bu degerin Etanol/PHEMA
(v/v) orani (x3) i¢in 0.0002 ¢ikmast bu oranin fiber ¢capinda énemli bir etkisi oldugunu
gostermektedir. Uygunlugun zayifligi (lack of fit test) testinde F degerinin yiiksek
olmast modelin zayiflamasina neden olmaktadir. Bu testte F degeri 39.72 olarak
bulunmustur. Regresyon katsayisi, bagimsiz degiskenler arasindaki iliskinin model
tarafindan ne sekilde ifade ettigini gostermektedir. Bu degerin 1’e yakin olmasi
istenmektedir Regresyon katsayisi olan R* 0.8691 ¢ikmustir ve 1’¢ yakin bir degerdir.
Ayrica modelin standart sapmasinin 0.22 gibi diisiik bir degerde olmasi istenilen bir
durumdur. Rzadj (ayarlanmig regresyon katsayisi) degerinin ise 0.7514 oldugu
goriilmiistiir. Yanitin hataya oranin1 6l¢gen modeldeki dogruluk kesinlik degerinin 4’ten
biiyiik olmasi istenmektedir ve bu deger 10.522 ¢ikmistir. Parametrelerin fiber ¢api

uzerindeki etkisi model olarak 4.1 esitligindeki gibi bulunmustur.

Ln(fiber capi) =+3.64+0.071%*x1-0.044%*x2-0.33*x3-0.027* x124+0.035* x224+0.30% x3-
0.10% x1* x2-0.034* x1* x3+0.0534* x2* x3 4.1)

Denklem katsayilar1 incelendiginde akis hizi (x;) fiber ¢apini arttirma yoniindedir.
Voltaj (x2) ise katsayis1 nedeniyle azda olsa fiber ¢apimi azaltma yoniinde egilim
gostermektedir. Etanol/PHEMA orani (x3) ise fiber ¢apini azaltma yoniinde etkisi
oldugu ve katsayis1 daha biiyiik oldugu i¢in en etkin parametre oldugu belirlenmistir.
Parametrelerin fiber capina etkileri tek boyutlu (Sekil 4.33) ve ii¢ boyutlu (Sekil 4.34)

grafikler halinde verilmistir.
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Sekil 4.34 Parametreler ile In (fiber ¢ap1) degisimlerinin U¢ boyutlu grafikleri

a. Etanol/PHEMA:1.50, b. voltaj: 10 kV, c. akis hiz1:10 pL/dk
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Design Expert-6 yazilim programina alt sinir-iist sinir degerleri ve yanitin (fiber ¢api)
minimum olmasi girilerek, sekil 4.35’deki goriintiide fiber iiretimi i¢in en uygun alt1
kosul program tarafindan verilmistir. Programin verdigi fiber ¢aplar1 224 nm ile 242 nm
arasinda degismektedir. Iclerinden deney numarast 6 olan kosul igin elektroegirme
deneyi yapilmis ve ortalama fiber ¢ap1 yaklagik 245+35 nm bulunmustur (Sekil 4.36).
Programda bu kosul i¢in In(5.490)=242.25 nm olarak vermistir. Deneysel ve hesaplanan
yanit degeri birbirine ¢ok yakin ¢ikmistir. Yapilan 20 deney sonucunda fiber ¢aplarinin
% 80’1 210 nm ile 350 nm arasindadir. RSM yo6ntemi alt sinirin alt1 ve {ist sinirin Gistlini
kapsayacak sekilde deney programi verdigi icin sekil 4.35’deki bazi kosullarin sinir
degerinde ¢ikmasi beklenen bir durumdur. Deneysel olarak bulunan (gercek) ve tahmin
edilen fiber ¢aplari arasindaki iliski sekil 4.37°de verilmistir. In(fiber ¢ap) olarak verilen

yanit degerleri arasinda ¢ok biiyiik bir fark bulunmadigi belirlenmistir.

Degiskenler Amag Alt sinir Ust simir
Akis hizi Aralik 7 13
Voltaj Arahk 8 12
Etanol/PHEMA Arahk 1 2
In(fiber ¢api) minimum 5.35186 7.41518
Cozimler Akis hizi Voltaj Etanol/PHEMA In(fiber ¢capi)
1 7.00 8.00 1.80 5.415
2 7.00 8.00 1.79 5.415
3 7.00 8.10 1.79 5.416
4 7.00 8.48 1.79 5422
5 7.00 8.67 1.68 5.438
6 13.00 12.00 1.76 5.490 Secilen

Sekil 4.35 Design Expert-6 yazilim programinin 6nerdigi kosullar
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Sekil 4.36 Programin verdigi kosulda iiretilen PHEMA nanofiberlerin SEM goriintiisii
(Buyultme orani: 5000X)

T.42 —

6.90 —

6.38 —

Tahmin Edilen

587 —

535 —

T T T T T
5.35 587 6.28 6.90 742
Gergek

Sekil 4.37 Gergek ve tahmin edilen yanit degerleri arasindaki iliski

4.4 Nanofiber Membranlarin Karakterizasyonunun Degerlendirilmesi

Elektroegirme yontemiyle hazirlanan nanofiber membranlar tzerinde BOlim 4.4°0n alt
bolimlerinde  verilen  yontemler  uygulanarak  karakterizasyon  ¢alismalari

gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuclar bu boliimiin ilgili alt béliimlerinde verilmistir.
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4.4.1 Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizi

Uretilen tiim membranlarin morfolojik degerlendirilmesi SEM goéruntiileri tzerinden
yapilarak, farkli polimer ¢dozeltilerinden fiberlerin iiretimi i¢in en uygun kosullar
belirlenirken bu goéruntiler incelenmistir. Bolim 4.2°de Nanofiber Membranlarin
Uretimi ve Bolim 4.3'te PHEMA Nanofiberlerin RSM ile Optimizasyonu basliklar

altinda SEM goriintiileri ile ilgili yapilan incelemeler ayrintili olarak anlatilmistir.
4.4.2 FTIR-ATR analizi

Alt tabaka (PCL-Jelatin), Ust tabaka (PHEMA-PAA), cift tabakali bog membran ve %
0.5 AMP igeren c¢ift tabakali membranlarin yiizey karakterizasyonlari, FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirilmistir. Sekil 4.38’de verilen FTIR-ATR
spektrumlarinda (a) ile simglenen spektrum PCL-jelatinden olusan alt tabakaya aittir.
Asimetrik CH; gerilmesine bagli 2943 cm’?, simetrik CH, gerilmesine bagl 2866 em?,
C=0 gerilmesine bagli 1724 cm™, C-C ile C-O gerilmesine bagli 1293 cm™ ve asimetrik
C-O-C gerilmesine bagli 1239 cm™ dalga boylarindaki pikler PCL’in karakterisitik
pikleri olarak tanimlanmaktadir. Jelatin proteine ait karakteristik pikler ise Amid I ve
Amid II baglarindaki gerilmeden kaynaklanan ve sirasiyla 1636 cm™ ve 1540 cm™ dalga
boylarinda yer alan piklerdir. (b) ile simgelenen PHEMA-PAA spektrumu ve (c) ile
simgelenen ¢ift tabaka bos membranin ist tabakast 3435 cm™,1707 cm™, 1157 cm™
dalga boylarindaki pikler sirasiyla PHEMA nin yapisindaki -OH, C=0, C-O-C gruplara
aittir. 2945 cm™ ve 1450 cm™ dalga boylarindaki pikler ise sirastyla PAA’de bulunan —
OH ve C-O gruplara aittir. Sekil 4.38. d spektrumu AMP igeren ¢ift tabakali membrana
aittir. AMP’nin membranin yapisina katildigi 3928 cm™, 1700 cm™ ve 1450 cm™ dalga
boylarindaki piklerden anlasilmaktadir (Hosokawa 2011). 1700 cm™ PHEMA’dan gelen
C=0 ve 1450 cm™ PAA’dan gelen C-O gruplara ait pikler AMP’ye ait piklerle cakistig:

diistiniilmiistiir.
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Sekil 4.38 Uretilen membranlara ait FTIR-ATR spektrumu

a. PCL-jelatin, b. PHEMA-PAA, c. ¢ift tabakali bos membran, d. AMP igeren ¢ift tabakali membran.

4.4.3 Sisme deneyleri

Bos ve AMP igeren membranlarin farkli pH’lardaki tampon ¢ozeltilerinde (pH:6.5,
pH:7.0, pH:7.4, pH:8.0, pH:8.5) sisme deneyleri yapilmistir. Baglangi¢ anindaki (0. dk)
kuru agirligi tarttlan membranlarin, 5., 15., 30., 45., 60. dk sonunda 1slak tartimlari
almmugtir. 45. ve 60. dk’larda membranlarin agirliklart ¢ok yakin ¢iktigr i¢in 60.dk’da
Ol¢iilen agirliklar denge sisme agirliklar: olarak kabul edilmistir. Bu agirlik degerleriyle
% su igerikleri hesaplamistir. Sekil 4.39°da verilen membranlarin farkli pH’lara kars1 %
su icerigi incelendiginde genel olarak zamanla maksimum sismede asidik ortamdan pH
7.4’e dogru azalma egilimi, pH 7.4’den sonra ise grafikler artma egilimi gostermektedir.

Ayrica AMP igeren membranlarin % su icerikleri bos membranlara gore daha fazla
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oldugu belirlenmistir ve farkli miktarda AMP igerenlerin % su igerik degerleri birbirine
olduk¢a yakin ¢ikmigtir. Sekil 4.39’de zamana karsi verilen % su igeriklerinin
incelendiginde grafiklerde pH 7.4’de en az sisme oldugu sdylenebilir. Bu nedenle pH
7.4 doniim noktasi olarak kabul edilebilir. Hazirlanan membranlarin su alim
kapasitelerinin fazla olmasi yara Ortiisii uygulamalarinda kullanimi i¢in 6nemli bir

avantaj saglamaktadir.
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Sekil 4.39 (a,b,c,d) Denge sisme egrileri ve (€) farkli pH degerlerine kars1t membranlarin
% su igerigi
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4.4.4 Mekanik dayanmim testi

Doku miihendisligi uygulamalar1 igin kullanilacak olan biyomalzemelerin mekanik

Ozelikleri  kullanim performansimi etkileyen 6zelikler arasindadir. Malzemenin
dayanimini igin kullanilan mukavemet Olgiisii olan elastik modiilii (young moduili),
malzemeye kuvvet uygulandiginda elastik sekil degistirmesinin bir dlgiisiidiir. Uretilen
biyomalzemelerin gerilime kars1 gosterdikleri direngleri belirlemek i¢in mekanik
dayanim testi yapilmistir. Elastik modiilleri ve gerilim direncgleri degerlendirilmistir.
Cekme hizi dakikada 10 mm’dir. Cizelge 4.9’da bos ve % 0.5 AMP igeren
membranlarin mekanik dayanim testi sonucunda elastik modalleri (MPa), ¢ekme
mukavemeti (MPa) ve maksimum mukavemetteki % uzama yani ¢ekme uzamasi (%)
degerleri verilmistir. Bos membranlarin, AMP i¢ceren membranlara gore elastik modiili
yaklasik 4 kat, ¢ekme mukavemeti ise yaklasik 2.5 kat daha fazladir. Bunun nedeni
AMP’nin yapiya katilmas1t membranlarin yiizeyinde piiriizliiliigiin olmasina dolayistyla

kiringanligin artmasina neden oldugu diisiilmistiir.

Cizelge 4.9 Bos ve AMP igeren ¢ift tabakali membranlarin mekanik ozelikleri ve

boyutlari
Cift tabakalh Elastik Cekme Cekme | Ortalama | Genisligi | Uzunlugu
membran modiilii | mukavemet | uzamas1 | Kalmhg (mm) (mm)
(MPa) (MPa) (%) (nm)
Bos (%0 AMP) 139+17.6 | 4.3440.85 14£3.7 | 163+41.0 4 75
%0.5 AMP igeren | 46.349.0 | 1.85+0.80 | 11.2+£2.7 | 147+46.6 4 75

4.4.5 Biyobozunurluk ¢alismalari

Biyobozunma calismalar1 ¢ift tabakali bos ve ampisilin yliklenmis membranlarin
37°C’de, %0.1 (w/v) sodyum azid iceren 10 ml’lik PBS ortaminda (pH=7.4)
gerceklestirilmistir. Bozunma sonrasindaki 7.glin ve 14. giin sonunda PBS ortamindan
almip kurutulan membranlarin SEM goériintiileri (Sekil 4.41) alinarak morfolojik

degisimleri incelenmistir. Ayrica membranlarin baslangic kuru agirligi ve bozunma
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sonrast kuru agirliklar tartilarak % agirlik kaybi hesaplanmis ve ilgili grafik sekil
4.40’da verilmistir. Grafik incelendiginde 7.giin sonunda tim membranlarda agirlik
kayiplar1 yaklasik olarak ayn1 bulunmustur. 14.giin sonunda ise en fazla agirlik kayb1 %
0.5 AMP iceren membranda oldugu belirlenmistir. Membrandaki AMP miktar1 arttik¢a

agirlik kaybinin daha fazla oldugu sonucuna ulasilmaistir.
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ekil 4.40 Hazirlanan membranlarin 14 ginlik siire sonunda % agirlik kaybi
g g Yy

Bozunurluk testinin 7. ve 14.giiniinde alinan SEM goriintiilerinde fiberlerin morfolojisi
incelendiginde fiberlerin birbirine yapistigi goriilmektedir. Bu yapismanin 14.giinde
daha fazla oldugu ve bunun sonucunda fiberlerin yapisinin bozunarak kalinlastigi

sonucuna varilmistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41 Cift tabakali membranlarin bozunma 6ncesi ve sonrast SEM goriintiileri

bozunma oncesi; a. bos, d. % 0.1 AMP, g. % 0.3 AMP, j. % 0.5 AMP, 7 ginlik bozunma testi
sonrasindaki; b. bos, e. % 0.1 AMP, h. % 0.3 AMP, k. % 0.5 AMP, 14 ginlik bozunma testi
sonrasindaki; c. bos, f. % 0.1 AMP, i. % 0.3 AMP, I. % 0.5 AMP (Biiyiiltme orani: 20000X)
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4.5 Cift Tabakal Yara Ortiisiiniin Antimikrobiyal Etkinliginin Kanitlanmasi

Cift tabakali membranlarin antimikrobiyal aktivitesini arastirmak ic¢in Staphylococcus
aureus (S.aureus) ve Escherichia coli (E.coli) mikroorganizmalar1 ile g¢alisilmustir.
Cizelge 4.10°da ilgili mikroorganizmaya ait inhibisyon bolgelerinin ¢aplar1 (D)
verilmistir. Sekil 4.42°de verilen gorintilerde AMP icermeyen (% 0, bos membran)
membranlarda her iki mikroorganizma i¢in petrilerde bir degisim gdézlenmemis,
membranlardaki AMP miktar1 arttik¢a, inhibisyon bolgesinin ¢apmin (D) arttigi ve
caplar S.aureus’da daha biiyiikk olmasindan dolayr bu mikroorganizmaya Kkarsi
membranlarin daha duyarli oldugu belirlenmistir. Bu durum incelenen literatrle
uyumlu c¢ikmistir. 2010 yilinda Liu ve arkadaslarinin yaptiklart c¢alismada poli(e-
kaprolakton) nanofiber ipliklerin antimikrobiyal 6zeligini belirlenmek i¢in ampisilin
kullanarak benzer bir c¢alisma yapmuslardir. Bu c¢alismada gram pozitif olan
Staphylococcus aureus, gram negatif olan Klebsiella Pneumoniae mikroorganizmlari
kullanilmis ve ampisilin igeren nanofiber ipliklerin S.aureus’a karsi inhibisyon
bolgesindeki caplarin daha biiylikk olmasindan dolayr daha duyarli oldugunu

belirlemislerdir.

Sonu¢ olarak membranlarin ampisilin  icermesinden dolayr gram  pozitif
mikroorganizmalara karsi daha etkili oldugu sdylenilebilir. Ayrica tez kapsaminda
yapilan bu ¢aligma membranlarda AMP nin varligini1 ve basarili bir sekilde AMP iceren

membranlarin elekroegirme yontemiyle iiretildigini gostermektedir.

Cizelge 4.10 Inhibisyon bolgeleri

Mikroorganizmalarin inhibisyon bélgelerinin ¢aplar1 D (mm)

AMP yuzdeleri (w/w) %0 % 0.1 % 0.3 % 0.5

Staphylococcus aureus 0+0 35.67+0.57 | 41.33+x1.53 | 45.67+£0.57

Escherichia coli 0+0 14+1 17.33+0.57 19.33+0.57
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Sekil 4.42 Farkli miktarlarda AMP iceren ¢ift tabakali membranlarin inhibisyon bdlgesi
gordntuleri

AMP miktarlar1 (w/w): Escherichia coli’ye karsi; a. % 0, b. % 0.1, c. % 0.3, d. % 0.5, Staphylococcus
aureus’a karsi; €. % 0, f. 9% 0.1, 9. % 0.3, h. % 0.5.

4.6 Cift Tabakah Yara Ortiisiinden Ampisilin Saliminin izlenmesi

In vitro salim c¢alismalar1 % 0.1 (w/v) sodyum azid igeren farkli tampon ¢ozelti (pH:5,
pH:6.5, pH:7.0, pH:7.4, pH:8.0, pH:8.5) ortaminda, 37°C’de ve 30 rpm calkalamal:
kosullarda gergeklestirilmistir. Salim ortami belirlenen stirelerde uzaklagtirilarak UV-

gorundr bélge spektrofotometresi ile 250 nm’de nicel dlgtimler yapilmistir.

Elde edilen 6l¢imler sonucunda farkli miktarlarda AMP igeren membranlarin kiimiilatif
salim miktarlart belirlenmis ve ilgili grafikler sekil 4.43’de verilmistir. Grafikler
incelendiginde pH: 8 ve pH: 8.5 oldugu ortamlarda diger pH’lara gore tiim membran

cesitleri icin AMP saliminin daha fazla oldugu goériilmektedir. Bu pH’larda % 0.1 AMP
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iceren membranlar igin kimulatif salimin % 100’e ulastig1 gortiilmektedir. pH 5 iginde
salim deneyleri yapilmistir; ancak absorbans degerleri eksi degerde okundugu igin
kiimiilatif salim grafigi ¢izilememistir. Bu durum pH: 5 iken membran yapilarinin

bozulmasindan dolayr AMP saliminin gergeklesmedigi diistintilmiistiir.
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Sekil 4.43 Kiimiilatif salim grafikleri

Sekil 4.44 verilen grafikler ise farkli miktarlarda AMP iceren membranlarin farkli pH
degerlerine karsi zamanla salinan miktarlar1 karsilastirmak amaciyla ¢izilmistir.
Grafikleri inceledigimizde en basta (2. saat) alinan 6rneklerde asidik ortamda salim
miktarlar1 daha fazla c¢iksa da zaman gegtikce asidik ortamdan bazik ortama

gecildiginde salim miktarlarinin arttigi belirlenmistir. pH 7.4, asidik ortamdan bazik
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ortama gegiste doniim noktast oldugu belirlenmistir. Sekil 4.43-4.44 tim grafiklere

gore bazik ortamda salimin daha iyi oldugu sonucuna varilmigtir.
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5. SONUC

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda, deri doku miihendisligi uygulamalarina yonelik yara
Ortl malzemesi olarak hazirlanan gift tabakali nanofiber membranlarin elektroegirme
yontemi ile iiretimi gergeklestirilmistir. Cesitli analiz yontemleri ile membranlarin
karakterizasyonlar1 ~ yapilmistir. ~ Antimikrobiyal  etkinligini  kanitlamak igin
mikroorganizma ¢aligmalari tamamlanmistir. Farkli pH degerlerindeki tampon ¢ozeltiler
kullanilarak in-vitro salim deneyleri gergeklestirilmistir. Calisma siiresince elde edilen

onemli bulgular asagida 6zetlenmistir.

e PHEMA nanofiberlerin iiretimi i¢in en uygun elektroegirme parametreleri
Etanol/PHEMA (v/v) : 2/1 oraninda, 10 pL/dk akis hizinda, 15 c¢cm uzaklikta
(siringa ignesi ucu-toplama paneli) ve 10 kV voltaj degerinde bulunmustur. Elde
edilen fiberlerin ortalama ¢ap1 ve ¢ap dagilimi 98.6+15.6 nm’dir.

e PHEMA nanofiberlerin ¢aplarina etki eden akis hizi, voltaj ve ¢ozelti derisimi
parametrelerinden en 6nemlisi polimer ¢6zeltisine eklenecek olan etanol miktari
oldugu SEM goriintiileri incelenerek belirlenmistir.

e Ayrica PHEMA nanofiberlerin ¢apina elektroegirme parametrelerinin etkisi
yanit yilizey yontemi (RSM) uygulanarak da incelenmis ve model olarak
bulunmustur. Bu modele gore de en etkili parametre Etanol/PHEMA (v/v) oran
oldugu sonucuna varilmistir.

e RSM uygulanarak elektroegirme yoOntemiyle sentezlenen @PHEMA
nanofiberlerin ortalama c¢aplart ile c¢alismanin ilk asamasinda hesaplanan
PHEMA ortalama caplar1 arasinda yaklasik 100 nm gibi bir fark bulunmus ve bu
farkin ¢ok 6nemli olmadig diistiniilmiistiir.

e pH duyarlh membran iretmek amaciyla Oncelikle poli(HEMA-ko-AA)
kopolimeri sentezlenmistir. Elde edilen kopolimer ¢dzeltisinde AA/HEMA orani
(v/v) : 0.2 igin fiberlerin olugsmadigi, 0.3 ve 0.4 icin ise fiberlerde boncuklar ve
kopmalar olugmasindan dolay1 farkli kopolimer sentez deneyleri yapilmis; ancak
sentezlenen kopolimerlerin ¢oziinmesinde problem yasanmustir.

e Yukaridaki agiklanan durum nedeniyle PHEMA ve PAA iceren polimer

karigiminin hazirlanmasina karar verilmistir. Polimer ¢ozeltisinden fiberlerin
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uretimi i¢in en uygun kosul 5 pL/dk, 15 cm ve 18 kV bulunmustur. Ortalama
fiber ¢ap1 ve ¢ap dagilimi 70.70+12.08 olarak hesaplanmustir.

Cift tabakali membranin alt tabakast PCL-jelatin ¢0zeltisi kullanilarak
yapilmistir. Alt tabaka i¢in 1.8 mL/sa, 15 cm ve 18 kV olan elektroegirme
parametreleriyle liretilen membrandaki ortalama fiber cap1 ve ¢ap dagilimi
189.79+ 80.36 nm bulunmustur.

pH degisimi karsisinda kontrollii antibiyotik salimi i¢in polimer karisiminin
(W/w) % 0.1, % 0.3 ve % 0.5’ kadar ampisilin (AMP) ¢ozeltiye eklenerek, AMP
yiiklii membranlar sentezlenmistir.

AMP iceren ve igermeyen ¢ift tabakali membranlarin {iretiminde kullanilan
elektroegirme parametreleri Etanol/PHEMA-PAA karigimi (v/v) : 2/1 oraninda,
10 uL/dk akis hizinda, 20 cm uzaklikta (siringa ignesi ucu-toplama paneli) ve 21
kV voltaj degeri olarak belirlenmistir.

Membranlarin icerdigi % AMP miktarina (w/w) gore ortalama fiber caplar1 ve
cap dagilimlar1 bos (% 0), % 0.1, %0.3 ve % 0.5 i¢in sirastyla 350.97+80.18 nm,
381.81+73.53 nm, 819.40+180.67 nm ve 862.58+262.42 nm olarak
hesaplanmistir. Membranlardaki ampisilin miktar1 arttik¢a fiber ¢aplarin arttigt
ve fiber ¢cap dagilimindaki homojenligin azaldigi belirlenmistir.

Cift tabakali membranlarin  ylizey  karakterizasyonlari, FTIR-ATR
spektrofotometresi kullanilarak gergeklestirilmistir.

Sisme-biiziigme deneyleri ile membranlarin pH duyarliliklar1 belirlenmis ve %
su icerigi hesaplanmistir. Maksimum sismede pH 6.5’dan, 7.0 ve 7.4’¢ dogru
azalma, pH 7.4’den 8.0, 8.5 dogru artma oldugu gézlenmistir. Ayrica hesaplanan
su alim kapasiteleri AMP yiiklii olanlarda daha fazladir (%1100-%1700) ve yara
ortli uygulamalarinda kullanimi i¢in avantaj saglamaktadir.

Membranlara uygulanan mekanik dayanim testlerinden elde edilen veriler ise;
bos membranlarin AMP igeren membranlara oranla 4 kat daha fazla elastik
modiiline ve 2.5 kat daha fazla c¢ekme mukavemetine sahip oldugunu
gostermistir.

PBS tampon c¢o6zeltisi ortaminda gerceklestirilen biyobozunurluk deneyleri
sonucunda 7 giinlik bir periyodun ardindan tiim membranlar i¢in agirlik

kayiplar yaklasik olarak ayni bulunmus, 14. glinde ise en fazla agirlik kayb1 %
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0.5 AMP igeren membrandadir ve bu membranin % 53.8 oraninda bozunmaya
ugradigi belirlenmistir.

Cift tabakali membranlarin antimikrobiyal etkinligini belirlemek igin E.coli ve S.
aureus mikroorganizmalar1 ile ¢alisilmistir. S.aureus’a karsi AMP yiikli
membranlarin daha duyarli oldugu saptanmustir.

In-vitro salim deneyleri farkli tampon ¢dozeltilerde (pH:5, pH:6.5, pH:7.0,
pH:7.4, pH:8.0, pH:8.5) gerceklestirilerek kiimiilatif salim miktarlari
hesaplanmig ve bazik ortamda %0.1 AMP igeren membran i¢in ampisilin
salimint  %100°’e varan kiimiilatif salim verimliligi ile gerceklestigi

belirlenmistir.
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EK 1 Nicel Olgtimler igin Dalgaboyunun Belirlenmesi ve Kalibrasyon Grafigi

Bolim 4.6’da cift tabakali yara ortlisiinden ampicillin saliminin izlenmesiyle ilgili
deneylerde nicel 6l¢iimiin yapilabilmesi igin dalga boyunun belirlenmesi ve hesaplarda

kullanilan kalibrasyon egrisi asagida verilmistir.

Absorbans
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Sekil 1 Nicel 6lguimlerin yapilabilmesi i¢in dalga boyunun belirlenmesi

0,05
0,045 _—

0,04 P
0,035 y = 1,7105x + 0,0301

’/( R?=0,9778

0,03
0,025
0,02
0,015
0,01
0,005

0 T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012

mg/ml

Absorbans (AU)

Sekil 2 Salim deneylerinde kullanilan kalibrasyon grafigi
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