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Onemli bir sosyal ve ekonomik ylkii olusturan hacimsel kas kayiplari her yil
milyonlarca insani kazalar, savaglar ve tumor operasyonlari sebepleri ile
etkilemektedir. iskelet kasi yapisi dogal onarim mekanizmasina sahip olmasina
ragmen, Kkritik seviyenin Uzerindeki kayiplarda kendi kendine iyilesmeyi
saglayamamaktadir. Bu durum ciddi oranda fonksiyonel hasarlar ve estetik
eksikliklerle sebep olmaktadir. iskelet kasi doku miihendisligi yaklasimlarinda
hacimsel kas kaybini desteklemek ve hucresel davraniglari yonlendirmek igin

fonksiyonel doku iskelesi tasarimlarina odaklaniimistir.

Bu tez calismasinda, hacimsel iskelet kasi hasarlari igin polimer bazli destek
malzemelerin geligtiriimesi amaclanmigtir. Bu amag i¢in dogal kas dokusunu
taklit edebilmek amaciyla hizalanmig, hucresel gelisimi ve yonelimi
destekleyecek seviyede elektriksel aktiviteye sahip poli(e-kaprolakton) (PCL)

bazli fiber iskeleler hazirlanmistir. Fiber iskelelerin Uretimi i¢in bilgisayar destekli
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Déngisel Islak Egirme Diizenegi (DIED) gelistirilmistir. iletken 6zellige sahip
gumus nanoteller (AgNT) ile katkilanmig PCL-AgNT kompozit fiberler ylksek
verim ile Uretilmistir. DIED Uretim parametrelerinin; PCL molekul agirhgi, ¢ozucu
sistemi, ¢Okturme banyosu sicakligi, PCL ve AgNT derisimleri vb.
optimizasyonu gergeklestirilmistir. Fiberlerin kimyasal, morfolojik, 1sil dzellikleri
ve biyobozunma davranislari karakterize edilmistir. C2C12 fare myoblast iskelet
kasi hucrelerinin elektriksel uyarim altinda ve elektriksel uyarim uygulanmadan
PCL ve PCL-AgNT kompozit fiber iskeleler Gzerindeki gogalma davraniglari ve
morfolojileri incelenmistir. Hicre kaltar ¢calismalarinin 7. gininde, 1.5 Vile 3 V
elektriksel uyarim gerilimi altinda PCL-AgNT kompozit fiber iskele yluzeylerinde

PCL fiberler gore daha fazla hicre ¢ogalmasi ve canliligi gozlenmistir.

Tez gcalismasi kapsaminda DIED ile antibakteriyel 6zellige sahip kompozit fiber
formulasyonlar gelistirilmistir. Antibakteriyel ilag etken madde sulfatiyazol -
AgNT kompleksi hazirlanmis ve kompozit fiber Uretimi DIED ile
gerceklestirilmigtir. Sulfatiyazol - AQNT yuklu fiberlerin antibakteriyel 6zellikleri
disk difizyon testi ile 4 farkh bakteri turu icin incelenmis, yUksek basari elde
edilen bakteri turleri ile erken asama bakteriyel tutunma c¢alismalari

gercgeklestiriimistir.

Sonug olarak, PCL-AgNT kompozit fiberler ve antibakteriyel formlari iskelet kasi
doku destek malzemeleri aday! olarak basarih ve umut vaat edici 6zellikler

sunmustur.

Anahtar Kelimeler: Poli(e-kaprolakton), Gumus Nanotel, Islak egirme,
Kompozit Fiber, iskelet Kasi Doku Miihendisligi, Antibakteriyel.
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Volumetric muscle losses, which constitute an important social and economic
burden, affect millions of people every year due to accidents, wars and tumor
operations. Although skeletal muscle structure has a natural repair mechanism,
it cannot provide self-healing in losses above critical level. This causes serious
functional damage and aesthetic deficiencies. Skeletal muscle tissue
engineering approaches have focused on functional tissue scaffolding designs

to support volumetric muscle loss and guide cellular behavior.

In this thesis, it is aimed to develop polymer based support materials for

volumetric skeletal muscle injuries. For this purpose, poly(e-caprolactone) (PCL)

based aligned fiber scaffolds were prepared in order to mimic natural muscle
i



tissue and provide an electrical activity for cellular development and orientation.
A computer-aided Rotational Wet Spinning System (DIED) was developed for
fiber production. Silver nanowire (AgNT) containing PCL-AgNT composite fiber
scafolds were produced with high yield. The optimization of DIED production
parameters were carried in terms of PCL molecular weight, solvent system,
precipitation bath temperature, PCL and AgNT concentrations etc. The
chemical, morphological, thermal properties and biodegradation profiles of
fibers were characterized. The proliferation behavior and morphology of C2C12
mouse myoblast skeletal muscle cells were investigated on PCL and PCL-AgNT
composite fibers scaffolds under electrical stimulation and without electrical
stimulation. On the 7th day of cell culture studies, higher cell proliferation and
viability were observed on PCL-AgNT composite fiber surfaces compared to

PCL fibers under 1.5 V and 3 V electrical stimulation.

Within the scope of the thesis, composite fiber formulations with antibacterial
properties were also developed with DIED. Antibacterial drug active agent
sulfatiazole - AQNT complex was prepared and composite fiber production was
carried out with DIED. Antibacterial properties of Sulfatiazole - AgNT loaded
fibers were examined for 4 different bacteria types by disk diffusion test, and
early stage bacterial adhesion studies were carried out with high success
bacteria types.

As a result, PCL-AgNT composite fibers and their antibacterial forms provided
successful and promising properties as candidates for skeletal muscle tissue

support materials.

Keywords: Poly(e-caprolactone), Silver Nanowire, Wet Spinning, Composite

Fiber, Skeletal Muscle Tissue Engineering, Antibacterial.
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1. GIRIS

Iskelet kaslari, viicut agirhginin yaklasik %40’ in1 olusturmakta olup, uzuvlarda
kontroll, hareketi, solunumu veya karin bdlgesindeki i¢ organlarin korunmasi
gibi islevlere sahiptir. Kaza ve savas sonucu yaralanmalar, tumor eksizyonlari
veya kas erimesi durumlari, hacimsel kas kaybina sebep olabilmektedir. Iskelet
kasi dokusu dogal onarim potansiyeline sahiptir ancak kritik hacimden (%20 ve
Uzerinde olusan kas hasari) daha yuksek seviyede olusan kas hasarlarinda
normal fizyolojik surecler ile iyilesme gorilmez. Kritik seviyede kas kayiplarinda,
fonksiyon kaybini énlemek igin cerrahi midahale gerekmektedir. Hacimsel kas
kayiplarinda uygulanan rutin klinik tedavi yontemi, saglikli kas dokusunun
otogreftidir. Ancak, donor doku kitligi, verici bolgede fonksiyon kaybi ve greft
kaynagi olan saglikl dokuda hastalik olugsmasi, cerrahi nakil operasyonlari igin
onemli derecede sinirlamalar olusturmaktadir. Hacimsel kas kayiplarinin tedavi
edilmesine yonelik doku muhendisligi yaklasimlari, mevcut cerrahi yontemlere

gore bircok potansiyel avantaja sahiptirler [1].

Biyomalzeme ve doku muhendisligi ¢calismalarinda siklikla tercih edilen poli(e-
kaprolakton) (PCL) cesitli fabrikasyon yontemleri ile farkh formlarda islenebilen,
mekanik ve 1sil kararhligi olan, biyouyumlu ve biyobozunurl 6zellikler gosteren
FDA onayl bir poliesterdir [2]. Kemik, kikirdak, tendon, iskelet kasi, kalp,
damar, deri ve sinir agi sistemlerine yonelik iskele temelli doku muhendisligi

uygulamalarinda cgesitli formlarda kullaniimaktadir [3].

Bu tez galismasinda, hacimsel iskelet kasi hasarlari igin polimer bazli destek
malzemelerin gelistiriimesi amaglanmistir. Bilgisayar kontrolli dongusel hareket
kazandirilarak modifiye edilmis 1slak egdirme teknigi ile ylksek hacimde,
hizalanmis, biyouyumlu, biyobozunur, iskelet kas hucrelerinin gelisimini ve
yonelimini destekleyecek seviyede iletken 6zellige sahip iskelet kasi iskelesi
uretimi ve bu iskelenin antibakteriyel 6zellige sahip bir formulasyonun da

gelistiriimesi hedeflenmisgtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. iskelet Kasi Yapisi ve Organizasyonu

Kas dokusu; duz kas, kalp kasi ve iskelet kasi olmak uzere 3 grupta
siniflandirilabilir. Iskelet kasi, insan viicudundaki en biyiik doku kiitlesini temsil
etmekte olup, toplam vicut kutlesinin yaklasik %40-45’ini olusturmaktadir [4].
iskelet kasi dokusu, myoblast kas hiicreleri, organize sinir aglari, kan damarlari
ve hiicre disi matriksi (ECM) yapilarindan olusan bilesik bir yapidir [5]. iskelet
kasi, baglayici doku (tendo, aponevroz) ile iskelete bagli oldugu noktalar
araciligiyla hareketliligi koordine eder. iskelet kasinda kasiima, i¢ ice gegmis
aktin ve myozin filamentlerden olusan sarkomer adindaki birimler tarafindan
saglanir [6]. Birbirine kaynasan coklu myoblastlarin bir araya gelmesiyle
myofibriller olusmaktadir.  Myofibril, uzunlugu boyunca birbirini takip eden
sarkomerlerden olusur. Birgok myofibrilin bir araya gelmesiyle olusan demet,
laminin-2, fibronektin ve tip IV kolajenden olusan ince bag doku tabakasi,
endomysiyum ile kaplanarak kas icin temel yapi olan myofiberi olusturmaktadir.
Basit anlamda myofiberler, yaklasik 20 ile 100 ym arahginda dedisen caplara
sahip, ¢coklu myofibril kimeleridir. Birbirine paralel yaklagik 20-80 adet myofiber,
tip | kolajence zengin perimisiyum tabakasiyla sarilarak fiber demetlerini
olustururlar. Son olarak, birkag fiber demeti, epimisiyum tabaka ile sarilarak kas
dokusu formunu olusturur [7]. Uydu hicreleri olarak adlandirilan iskelet kasi
progenitdr hicreleri, iskelet kasi dokusunun yenilenmesinden sorumlu birincil
hiicre tipidir [8]. iskelet kas dokusu yapisinin sematik goériinimi Sekil 2.1.’de

sunulmustur.
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Sekil 2.1. iskelet kas dokusu yapisinin sematik gérinim [9].
2.2. Hacimsel iskelet Kasi Hasarlari ve Klinik Yaklagimlar

iskelet kasi dokusunda hacimsel kas kaybi (VML), belirli bir bolgede %20'den
fazla olusan kas kaybi ile tanimlanabilir ve son derece ciddi kas
yaralanmalaridir [10,11]. iskelet kasi dokusu ylksek yenilenebilme &zelligine
sahip olsa dahi, bu tur yaralanmalarda, temel membran ve bag dokusu iceren
buylk miktarda iskelet kasinin hasar almasi, onarimi yonlendiren yapisal,
mekanik ve biyokimyasal ip uclarinin ortadan kalkmasina ve iskelet kasinin
kendi kendini iyilestirmede yetersiz kalmasina sebep olur [12,13]. VML tedavisi
icin mevcut altin standart yaklagsim, otolog doku transferidir. Ancak, dondr
bdlgede hasara ve fonksiyonel, estetik eksiklige sebep olmaktadir. Ayrica,
implantasyon igin otolog doku siklikla transfere uygun olmaz veya yaralanan
alanin boyutundan daha kuguktir, bu da yetersiz fonksiyonel iyilesmeye neden
olmaktadir. Son derece yetersiz kalan mevcut tedavi yerine, iskelet kasi
rejenerasyonunu saglamak ve yonlendirmek i¢in kullanima hazir biyomimetik
yap! iskelelerinin gelistirimesine énemli dlglide ihtiyag duyulmaktadir. iskelet
kasinin dogal rejenerasyonu sematik olarak Sekil 2.2.’de gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Dogal iskelet kasi rejenerasyonunun sematik gérunuma [9].

Sekil 2.2.'ye gore iskelet kasi iyilesme mekanizmasi; (A) Uydu hucreler, olgun
iskelet kasinin sarkomasi ve bazal laminasi arasinda konumludurlar. (B)
Yaralanma Uzerine, uydu hucreler hasarli bolgeye gecer ve ¢ogalmaya baglar.
(C) Uydu hucreler sonrasinda, olgunlasmamis myofiberler olusturmak igin
birlesecek (D), mevcut saglikli myofiberlerle kaynasacak ve daha sonra
fonksiyonel dokuyu yeniden olusturmak icin daha fazla kontraktil protein
eksprese ederek olgunlasacaklardir. VML yaralanmalarinda, (E), bazal lamina,
fibroblastlarin yara bolgesine gegisini kolaylastirarak yok edilir veya ¢ikarilir. (F)
Uygun sinyalizasyon isaretlerinin olmamasi durumunda, fibroblastlar kollajen

biriktirmeye baslar, (G) nihayetinde kitlesel yara dokusu olusumuna yol acar [9].

2.3. iskelet Kasi Doku Miihendisligi Yaklasimi

Doku muhendisligi (TE), hizla gelismekte olan disiplinler arasi bir alandir ve
hasarli doku ve organlarin, fonksiyonel bir sekilde tamamen yerine gegecek
veya iyilesmesini destekleyecek urtnler gelistirmek amaciyla yasam, malzeme
ve muhendislik bilimlerindeki ilkeleri ve teknolojileri birlestirir [14]. Doku
muhendisligi yapisinin ana bileseni, hucrede tutunmayi, gogalmayi ve doku

olusumunu destekleyen biyomalzeme tabanli, t¢ boyutlu (3D) platform olan bir



iskeledir. iskelet kasi rejenerasyonu icin kullanilan iskeleler, genis bir doku
hacmi boyunca yodun bi¢cimde paketlenmis, ylksek oranda hizalanmis myofiber
olusumunu saglamali ve desteklemelidir. Iskelet kasi doku miihendisligi
yaklasimlarina genel olarak iskele topografyasi, elektriksel ve mekanik

uyarimlar ve bayume faktorleri 6n plana gikmaktadir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3. iskelet kasi doku miihendisligi yaklasimlarina genel bakis.

iskelet kas dokusu, cok cekirdekli kas hiicrelerinden olusan yiiksek derecede
yonlendirilmig, yogun paketlenmis myofiber demetleri igerir. Myofiberlerin uygun
sekilde hizalanmasi saglanmazsa, myoblastlar rasgele ddnen desenlerde
gelisir, bu durumda kas lifleri verimli kasilma saglayamazlar ve kuvvet
olusturamazlar. Verimli bir kasilmanin gergeklesebilmesi igin, myofiberlerin ayni
anizotropi ile birbirine paralel olacak sekilde gelismesi gerekir [15]. Bu nedenle,
kas dokusu muhendisligi iskeleleri, kas hlcrelerini 6nceden hizalamak, hicre
flizyonunu yonlendirmek ve uzun ve kalin myofiber olusumunu tesvik etmek icin

anizotropik bir yapida gelistiriimektedir.

2.4. Myofiber Gelisimi icin Kritik Biyokimyasal ve Biyofiziksel ipuglari

Anizotropik yapiya sahip iskeleler, hiicre morfolojisini etkileyen ve yiksek

yogunluklu hucre tabakalarinin olusumuna yol acan myoblast hizalanmasini



desteklemek igin temas rehberligi saglayan kritik biyofiziksel ipuclari
sunmaktadir. Ayrica iskele sertliginin dogal kas dokusu sertligi ile uyusmasi,
hacrelerin ilgili mekanik kuvvetlere maruz kalabilmesi igin kritik 6nem
tagimaktadir. iskele sertligine bagli olarak, hicreler arasi sinyalizasyon,
¢ogalma, farkhlasma ve diger metabolik olaylar gibi hicresel Ust dizey
mekanizmalar degisiklik gdstermektedir (Sekil 2.3.). Dogal kas hicre disi
matriksinden (ECM) blyuk oranda daha sert yapiya sahip bir iskelede
myoblastlarin davraniglari ve fenotipleri degisiklik gdstermekte bu da

myofiberlerin olugsmasini dnlemektedir [16].

Kas gelisiminde normal fizyolojik sureglerin yaninda merkezi sinir sisteminin
sagladigi elektriksel uyarimlar, myofiberlerin olgunlagmasini desteklemekte
kritik bir rol oynamaktadir [17]. Elektriksel darbelerin yonlendirmesi olmadan,
kas dokusu geligimi birincil myotlup agsamasindan ileriye devam edememekte ve

myofibere gelisim saglanamamaktadir [18].

2.5. iskelet Kasi igin Rejeneratif, Biyobozunur Destek Malzemeleri

Doku muhendisligi stratejilerinde, hasarli dokulari yenilemek, desteklemek veya
degistirmek icin temel olarak hlcre bazli yaklasimlar, biyoaktif molekuller, dogal
veya sentetik iskele malzemeleri veya tim bunlarin kombinasyonlari olarak
cesitli  stratejiler olusturulabilmektedir (Cizelge 2.1.). Literatirde dogal
polimerden, sentetik polimerlerden veya kombinasyonlarindan olusturulan, biyo-
taklitgi malzemeler hasarl iskelet kasi onarimini saglamak, desteklemek
amaciyla bir anlamda kilavuzluk edebilen yapi iskelelerinin hazirlandigi birgok

calisma mevcuttur.



Cizelge 2.1. Doku muhendisliginde siklikla tercih edilen iskele materyalleri ve

formlari [19].
| iskelet Kas! icin Doku Destek Malzemeleri l

L Dogal Malzemeler l > Kompozit Malzemeler l / Sentetik Malzemeler I
ECM iskeleler Mal |
i alzemeler
. Idrflr Torbasi Uygulama . Polipm
*  Bagirsak *  Kapstllenmis Filmler - Polilaktik asit) (PLA)
*  lIskeletKasi +  Hidrojel iginde Aglar(Mesh) - Ppoli(glikolik asit) (PGA)
« Cilt e
N J rlber:elr Kaol | * Poly(e-kaprolakton) (PCL)
Temel Bilesenler ) — J * Poliliretan(PU)
P * Poli(laktik-ko-glikolik asit)
Laminin \ (PLGA)
Kollajen Hiicreler " )
Fibrin * Uydu Hiicreleri
Hyaluronik Asit «  Kemik iligi Mezenkimal
Aljinat Kok Hiicreleri __Q‘_l_g_‘:'hﬂ
Kitosan «  Perivaskiiler Kék Hiicreler * O.r:u I_':‘
Jelatin ) * Mesangioblastlar * K?pul.(
( Kas Kok Hiicreleri J * Hidrojel
* Elektro-egirme
Uygulama * Islak-egirme
Tek Katman Plaka X X "
Multilaminat Plaka Bivoaktif Molekiiller
Toz * Bilylime Faktorleri
Hidrojel o Ke[nokin (C.hemo-ki-nes)
Jelatin + Bagisiklik Sistemini
Tiim Organ . Yatigtirici Faktorler

2.5.1. Dogal Polimerler

Dogal polimerler, bitkiler, hayvanlar, mikro organizmalar gibi yenilenebilir
kaynaklardan turetilebilmekte ve bu nedenle dodada vyaygin sekilde
bulunmaktadirlar. Bu malzemeler, kompleks yapilar ve farkl fizyolojik islevler
yerine, genis bir alanda benzersiz dagilima sahiptirler. Pseudoplastik akis
davranisi, jellesme kabiliyeti, 1slanabilirlik kapasitesi, biyobozunurluk gibi gesitli
Ozelliklerinden dolayir doku muhendisligi uygulamalarinda buytk potansiyele
sahiptirler. Ek olarak, kimyasal modifikasyonlarin (hidroliz, oksidasyon,
indirgeme, esterlesme, eterlesme, ¢apraz baglama reaksiyonlari, vb.) [20]
enzimatik modifikasyonlarin  veya diger molekullerle  konjugasyonun
gerceklestirilebilmesi icin bircok fonksiyonel gruba (amino, karboksilik ve
hidroksil gruplari) sahiptirler [21] [22]. Bu durum kimya stratejilerinin
geligtirimesine ve cesitlilige sahip Urunlerin eldesine olanak saglamaktadir.
Dogal kokenli polimerler 0zgun olarak enzimler tarafindan
parcalanabilmektedirler. Bu da fizyolojik mekanizmalar tarafindan metabolize
edilebilme egilimlerini daha yuksek hale getirmektedir.



Ancak dogal polimerler kaynaklarina bagh olarak bulundurduklari safsizliklar ve
endotoksinlerden dolayi istenmeyen bagdisiklik tepkisi uyandirabilmektedirler.
Buyuk Olgekli izolasyon prosedurleri sirasinda urtnler, partiden partiye farkhlik
goOsterebilmektedirler. Bu da tekrarlanabilir Uretimde ciddi dezavantaj
getirmektedir. Ayrica dogal polimerlerin hedefe yoénelik islenebilirlikleri ve
mekanik dayanimlari sinirhdir. Cizelge 2.2.’de en c¢ok kullanilan dogal
polimerlerin, elde edilme kaynaklari ve genel fonksiyonlari verilmistir.

Cizelge 2.2. Yaygin olarak kullanilan dogal polimerler, kaynaklari ve
fonksiyonlari.

Dogal Kaynag Fonksiyonu
Polimer
Kolajen Sigir, balik ver diger Doku mimarisinin temel bilesenini olusturur,

turlerden izole edilir mekanik gu¢ saglar, hicre tutunmasini ve
blylimeyi destekler, hlicre nakli igin biyo-uyumlu

matriks saglar.

Jelatin Kolajen hidrolizi Gida endustrisinde yaygin olarak kullanilir, Gg
boyutlu hicre kaltirt igin matriks ve doku
muhendisligi yapi iskelelerinin bir bileseni olarak
agirlikli sekilde arastiriimaktadir.

Elastin Sigir ve kuslarin elastik Dokulara esneklik saglamasi amaciyla doku

dokularindan izole edilir ~ mimarisinin temel bileseni olarak kullanilir.

Keratin Deriden, sagtan, sigir ve  Hiicre gelisimi icin matriks olarak, vyara

kus tirnaklarindan izole Ortllerinde ve cilt bakim Urlnlerinde bilesen
edilir olarak kullanilir.

ipek Bocek larvalarindan Doku muhendisligi yapi iskelelerinin bileseni ve

izole edilir hlcre kultlrd igin alt katman olarak kullantlir.

Kitosan Bocek dis iskeletinden, Yapisal bilesen olarak kullanilir.

kabuklu deniz
hayvanlarindan izole
edilir

2.5.2. Sentetik Polimerler

Sentetik polimerler, kontrolll bir yapiya, yuksek igslenebilme esnekligine sahiptir,

bu sebeple immunolojik reaksiyon olusturma potansiyelleri dusuktir. Gegmisten



gunumuze biyobozunur sentetik polimerlerin, implantlar, ila¢g salim sistemleri ve
doku muhendisligi iskeleleri olarak kullanilabilmesi igin énemli ¢abalar sarf
edilmigtir. Polimerlerde biyobozunma sirasinda ana zincirde ayriimalar,
kopmalar ve molekul agirhginda azalmalar meydana gelmektedir. Polimer bazli
biyomateryalin vucut icerisinde emiliminin ve resorpsiyonunun
gerceklesebilmesi icin makromolekll ana zincirinin biyopargalanabilir baglar
icermesi onemlidir. Boylece bu tur baglar, hidrolitik, enzimatik veya oksidatif
dogal bozunma mekanizmalari sonucu pargalanarak daha dusuk molekul

agirlikh zincirler verebilmektir [23].

Alifatik poliesterler, biyomedikal alanda en sik kullanilan sentetik biyobozunur
polimerlerdir. Bu polimerler genellikle ana zincirdeki ester gruplarinin hidrolizi ile
bozunurlar. Ester baginin hidrolizi sonucu alkol ve asit fonksiyonel yapili gruplar
olusur. Sentetik polimerlerin sentez sirasinda yapisi, kompozisyonu ve molekdl
agirhigi ayarlanarak bozunma hizlari ve bozunma urlnleri kolaylikla kontrol
altina alinabilmektedir [24]. Cizelge 2.3."de doku muhendisliginde sik kullanilan

biyobozunur poliesterler ve temel 6zellikleri sunulmustur.

Alifatik biyobozunur poliesterlerin yani sira, polianhidridler, polifosfazenler,
politretanlar ve poli(gliserol sebakat)larda ve birbirlerine kargi sahip olduklari
farkl birgcok avantajlar ile doku muhendisligi uygulamalarinda tasarlanan

stratejiye en uygun polimeri segme agisindan genis bir yelpaze sunmaktadirlar.



Cizelge 2.3. Doku muhendisliginde sik kullanilan biyobozunur poliesterler ve

temel biyobozunma &zellikleri.

_ Biyobozunma turd ve | Biyobozunma
Poliester _ o Uygulama
biyouyumluluk suresi
Enzimatik Hidroliz Cilt, Kikirdak,
Kemik, Bag,
_ ) _ Metabolik bozunma
Poli(laktik asit) PLA | = 5ay-5yil Tendo, Damar,
aranleri
Sinir, Karaciger,
Lokalize Enflamasyon Kas
Enzimatik Hidroliz Gilt, Kikirdak,
Poli(glikolik asit) Metabolik bozunma 112 Kemik, Bag,
-12 a
PGA drtinleri Y Tendo, Damar,
Lokalize Enflamasyon Sinir, Kas
Enzimatik Hidroliz Cilt, Kikirdak,
Poli(laktik-ko-glikolik | Metabolik bozunma 112 Kemik, Bag,
-12 a
asit) PLGA artnleri Y Tendo, Damar,
Lokalize Enflamasyon Sinir, Kas
_ . , Cilt, Kikirdak,
Poli(s-kaprolakton) Hidroliz 6 ay - 3 yil veya _
Kemik, Kas,
PCL Minimal Enflamasyon | daha fazla .
Sinir
2.5.3. Kompozit Malzemeler
Dogal ve sentetik polimerlerin kendi iclerinden, birbirlerinden bagimsiz

avantajlari bir araya getirilerek daha uyumlu, tedaviye kolay yanit verebilen,

mekanik Ozellikler acgisindan daha guUgli destek saglayabilen iskeleler

geligtirilebilmektedir. Genel anlamda kompozit iskelelerde, hem sentetik

malzemelerin istenilen mekanik dayanim, iglenebilirlik 6zellikleri hem de dogal

ECM iskelelerin yapici, destekleyici dzellikleri bir araya getiriimeye gahisilir.
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2.6. Fiber Uretim Teknikleri

Polimerik fiber doku iskeleleri uretilirken, yaygin olarak elektro-egirme ve islak-
egirme teknikleri kullaniimaktadir. Her iki teknigin de kendine 6zgu avantajlari

ve dezavantajlari bulunmaktadir.

2.6.1. Elektro-egirme Teknigi

Elektro-egirme teknigi, polimer fiber Gretimi igin hizli ve dustk maliyetli bir
tekniktir ve doku muhendisliginde fiber iskeleler Uuretmek icin siklikla
kullaniimaktadir. Bu teknik ile 3 nm degerinden 10 ym’ye kadar genis bir ¢cap
araliginda, surekli ve uzun fiberler elde etmek mumkindur [25]. Sekil 2.4.'de
gOsterildigi gibi, polimer ¢ozeltisi, toplama plakasini hedefleyen bir siringa
yardimiyla igne, kapiler tup veya igne ucundan sikilir. Yuzey gerilimi, polimeri
igne ucunda tutar, ancak yuksek gerilime sahip (birka¢c kV) elektrik alanin
uygulanmasiyla igne ucundaki polimer iginde itici bir kuvvet olusur. Bu itme
kuvveti, yuzey geriliminin gekici kuvvetini astiginda, topraklanmig, notr toplama
plakasina dogru yodnlendirilen bir polimer ¢ozeltisi jeti elde edilir. Cozucu,
polimer jeti ile plakaya ulasmadan buharlasarak plaka Uzerinde fiber polimer ag
olusturur. Bu prosedirde fiber ¢capini kontrol etmek icin ayarlanabilen birkag
degisken vardir. Ana degigkenler, c¢Ozelti iginde ¢oOzulen polimer
konsantrasyonu, polimer ¢ozelti akis hizi, uygulanan voltajin buyuklaga ve
igneden toplama plakasina olan mesafeyi icermektedir. Elektro-egirme teknigi
ile ¢esitli dogal ve sentetik ve hibrit polimerler ile iskeleler Uretilmigtir. Ancak bu
yontemde, sentetik polimerler ile c¢alismak, dogal polimerlere gore daha
kolaydir. Dogal polimerler, elektro-egirme icin gerekli olan ¢ozeltisi viskozite
degerini yakalamak igin sentetik polimerlerle veya tuzlarla harmanlanirlar. Yassi
sabit bir toplayici plaka yerine, donen bir silindir toplayici kullanilarak fiberlerde

tek yonllU hizalanma saglanabilmektedir [26].
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Gerilim
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Sekil 2.4. Temel elektro-egirme dizenedi sematik gosterimi [27].

Kolayca elde edilebilir ve digtk maliyetli ekipmanlarla uygulanabilir olmasi, fiber
morfolojisinin istenilen parametrelerde elde edilebilir olmasi, yiksek yuzey-
hacim orani ve yeterli molekuler agirliga sahip her tlr polimeri isleyebilir olmasi
gibi avantajlara sahiptir. Toksik ¢6zlcl barindirabilmesi, 06zellikle doku
muhendisligi uygulamalarinda ihtiya¢ duyulan G¢ boyutlu yapilarin eldesinde ve
bu yapilarda aranan go6zenekliligin olusturuimasinda buydk dezavantaja
sahiptir. Ayrica Uretim hizi ve boyutu, ayarlanmasi gereken bir ¢ok degisken

parametre ile optimizasyonu kolay olmayan tekniktir [28].

2.6.2. Islak-egirme Teknigi

Islak-egirme teknigi doku muhendisliginde biyotaklitgi, fiber bazli iskele
hazirlamada klasik bir yontem olarak yaygin bir sekilde kullaniimaktadir [29]. Bu
teknik elektro-egirme teknigine gore, daha dusuk maliyetli, kolay optimize edilir
ve yuksek verimli olmasi gibi avantajlara sahiptir. Teknik temel olarak, polimerin
iyi ¢ozucusunde tamamen ¢ozunmesi ile elde edilen ¢ozeltinin, polimer i¢in kotu
¢Ozlcu veya iyi ¢OzlUcu-kotl ¢ozucl karisimindan elde edilen ¢oktirme
banyosuna dogrudan sikilmasiyla mikrometre skalasinda istenilen capta fiber
eldesine dayanir. Islak-edirme tekniginde fiber ¢api, polimer derisimi, sikim hizi,
igne cap! gibi basit parametrelerle kolaylikla ayarlanabilmektedir. Ancak bu
teknik ile nano ve mikron alti ¢apta fiber Uretmek oldukga zordur. Islak-egirme
teknigi ile Uretilen fiberlerin, bir sarim makarasinda toplanmasi, bilgisayar
kontrollu bir sistemde ekstriizyon sirasinda ¢okturme banyosunun rastgele veya
dizenli hareketleri, teknigin G¢ boyutlu Uretim sistemler ile modifikasyonu gibi
cesitli stratejiler kolaylikla uygulanabilmekte ve arastiriimaktadir (Sekil 2.5.) [30].
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Sekil 2.5. (a) Klasik 1slak-egirme teknigi ve (b) modifiye edilmis i1slak-egirme

teknigi uygulamalarinin sematik gosterimi [30].

Islak egirme teknidi Ozellikle, elektro-egirme ve diger (eriyik, kuru-egirme)
teknikler ile dustuk termal dayanimlarindan o6turl Gretimi imkansiz veya ¢ok
zorlu olan dogal polimerlerden (kolajen, kitosan, ipek vb.) fiber eldesini saglamig
ve kolaylastirmistir [31,32]. Bu teknigin polimer cesitliligi ve yukleme stratejisi
acgisindan c¢ok yonlaltgu, fiberlerin antibiyotik, protein, biylime faktorleri ve
genler dahil olmak Uzere ¢ok cesitli biyoaktif bilesiklerle islevsellestirilebilmesi
en buylk avantajlarindandir. Ayrica parametrelerin kolaylikla ayarlanmasiyla

kontrolll ilag salim sistemleri elde edilebilmektedir [33].

2.7. PCL Fiber Bazl iskelet Kasi Doku Miihendisligi Malzemeleri Uzerine

Literatiir Taramasi

iskelet kasi doku miihendisligi ve fiber iskele (lizerine literatiir taramasi
gerceklestirildiginde, 180’nin Uzerinde yayin bulundugu gorulmektedir. Bu
calismalar incelendiginde; fiber Uretim teknigi olarak genellikle elektro-edirme
tekniginin kullanildigi, i1slak-egirme teknidi Gzerine yapilan ¢calismalarin daha az
oldugu gorilmektedir. Genel olarak iskelet kasi doku muhendisligi fiber iskeleler
ait calismalardaki polimer segimi, Uretim stratejisi ve teknikler bu bdlimde
O0zetlenmigtir. Choi ve ark. [34], elektro-egirme teknidi kullanarak PCL-kolajen
harmani tabanh, implante edilebilir, nanofiber yapida kas iskelesi
hazirlamiglardir.  iskeleyi olusturan fiberlerin  myoblastlari  yénlendirip
yonlendirmedigini incelemek igin farkli yonelimli fiberlere sahip iskeleler

hazirlamislardir. Nanofiber iskeleler Uzerine insan iskelet kasi hucrelerinin
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(hSKMCs) ekip tutunma, c¢ogalma ve organizasyon incelemeleri
gerceklestirmislerdir. Sonug olarak, tek yonll hizalanmig nanofiber iskelelerde,
rasgele yonelimli iskelelere gore 6nemli dlgide daha fazla hucrenin indiklendigi
ve iskelet kas hdcresi hizalanmasinin saglanarak myotlip olusumunun
go6zlendigini gostermiglerdir. Aviss ve ark. [35] elektro-egirme teknigi kullanarak,
higbir ylzey modifikasyonu gerceklestirmeden PLGA ile hicrelere temas
rehberligi saglayacak, birbirine hizali nanofiberlerden olugan bir iskele
hazirlamislardir. C2C12 fare myoblast hlcreleri ile yapilan bu g¢alismada hicre
tutunmasi, c¢ogalmasi ve farklilasmasi incelemislerdir. Calismada yuUksek
seviyede hizalanmis nanofiberlerden olusan iskelelerin myoblast hizalanmasi
icin topografik rehberlik saglayabildigini gosterilmistir. Williamson ve ark. 1slak
egirme yontemi kullanilarak PCL bazli iskelet kasi iskelesi urettikleri calismada
biyouyumlulugu arttirmak adina fiber ylzeylerine jelatin kaplama yapmislardir.
Jelatin modifiye fiber yapilarinda fibroblast ve myoblastlarin proliferasyonu
gosterilmigtir. Benzer sekilde sentetik polimerler veya dogal-sentetik polimer
harmanlari ile yapilan galigmalarda iskelenin hizalanmisg fiberlerden olugmasinin
hlcre organizasyonunda buyuk oneme sahip oldugu literatirde gosterilmigtir
[19,36-39].

Ayrica iskele yapisina elektriksel iletkenlik saglayacak yapilarin katilmasi ile
elektro-aktif iskelelerin hazirlanmasinin ve in vitro hicre kiltart ¢alismalarinda
elektriksel uyarim saglanmasinin, hticre proliferasyonunu, hizalanmasini ve
myotlpe farklilasmasini arttirici etkide bulundugunu goésteren c¢alismalar
mevcuttur. Chen ve ark. [40] elektro-egirme teknigi ile PCL ve farkl elektriksel
iletkenlik degerlerine sahip PCL-polianilin (PANI) harman kompozisyonlari ile
hizali ve rasgele yonlenmis fiber iskeleler hazirlamiglardir. C2C12 hucre hatti ile
gerceklestirilen hdcre kultiri c¢alismalarinda, herhangi bir elektriksel uyarim
uygulanmamistir. PCL-polianilin  fiberlerinde iletken polimerin varhginin
sitotoksik etkiye sebep olmadigi ayrica myoblast oryantasyonunun ve
proliferasyonunun PCL fiberlere gore anlaml daha yuksek oldugu bildirilmistir.
Ku ve ark. [41], topografik yonlendiricilige ve elektroaktiviteye sahip PCL-PANI
bazli nanofiber iskele uretimi gerceklestirmis ve bu 6zelliklerin myoblast
davranisini  Uzerindeki  etkilerini incelemislerdir. Calismada myoblast

morfolojisinin ve myotup olusumunun fiber hizalanmasina bagli oldugunu
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bildirilmigtir. Ayrica myotlp olusumunun iletken Ozellikteki PANI miktari ile
anlamli bicimde arttigi myozin adir zincir ve gen (myogenin, tropinin T) ifade
seviyeleri incelenerek gosterilmistir. Literaturde fiber iskelelere iletkenlik 6zellik
kazandirmak amaciyla, karbon nanotuplerin kullanildigi ¢alismalar da mevcuttur
[42,43].

Hucre kualtarinde elektriksel uyarimin etkisini incelemek amaciyla planlanan
calismalarda mevcuttur. Patel ve ark. [44], kollajen ve laminin-111 kapl
polidimetilsiloksan kaliplar tzerine C2C12 hucreleri ekerek elektriksel uyarim (3
gun igcin glnlik 1 saat, 1 Volt, 2 Hz frekansinda 2 ms sure kare dalga)
uygulamasinin etkisini incelemislerdir. Calismada, elektriksel uyarimin myojenik
aktiviteyi, cogalma ve homojen dagilimi arttirdigi gosterilmistir. Sirivisoot ve ark.
[43] polilretan - karbon nanotip bazli kompozit fiber iskeleler hazirlamis ve
C2C12 hucreler ile gergeklestirdikleri calismada, elektriksel uyarimin etkisini
incelemiglerdir. Sonug¢ olarak, elektriksel uyarim uygulanmadiginda myotlp
formasyonunu iskele morfolojisinin belirledigini, elektriksel uyarimin varliginda
ise myotlup formasyonunun iskele elektriksel iletkenligine bagh oldugunu
goOstermiglerdir. Yapilan literatir arastirmalari sonucunda, iskelet kasi doku
muhendisligi ¢alismalarinda fiber doku iskeleleri Uzerinde elektriksel uyarimin
altinda hucresel davraniglarin halen arastiriimasi gereken 6nemli bir konu

oldugu gorulmektedir.

2.8. Poli(e-kaprolakton)

Kolaylikla tekrar edilebilir Gretimi saglanabilen, kontrolll ilag-etken madde salimi
yapabilen, biyobozunur ve biyouyumlu o6zelliklere sahip implantlarin, doku
iskelelerin, filmlerin gelistirimesinde PCL 6nemli bir yere sahiptir [45]. PCL
muikemmel biyouyumluluk 6zelliginin yani sira, kolay islenebilirligi, guvenli
biyobozunma mekanizmasi sebebi ile de biyomedikal alanda arastirmacilar
tarafindan buylk bir ilgi gormektedir. PCL, e-kaprolaktonun ylksek verimli
lakton halka agilmasi polimerizasyonu ile sentezlenen ve nihai molekul agirhgi
secilecek katalizor guclu etkisi ile kolaylikla belirlenebilen petrol bazli bir
poliesterdir. Genellikle 3000 ile 80.000 g/mol arasinda molekul agirliga sahiptir.
Molekul agirhdindaki bu dagilim biyobozunma oraninin ve etken madde salim

karakterinin degistirilebilmesini uygun hale getirmektedir. PCL, hidrofobik, yari
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kristal bir polimerdir ve molekul agirhginin artmasiyla kristallenme orani azalir.
PCL 60 °C civarinda erime noktasi sicakligina sahiptir. Bu sicaklik PCL’i Ug¢
boyutlu basim sistemlerinde kullanim i¢in de cezbedici hale getirmektedir. PCL
ayarlanabilir fizikokimyasal ve mekanik Ozellikleri sayesinde, ilag salim
sistemleri, yara Ortuleri, cerrahi dikiglerin yani sira kemik, kikirdak, sinir, tendon,
dis gibi genis skaladaki biyomedikal uygulamalarda basari ve performans
saglamistir (Sekil 2.6.) [46-50].

Sekil 2.6. PCL bazlh sistemler: nanokureler (a,b), nanofiberler (c,d), kopukler

(e,f), ordlu yapilar (g,h,i), ¢ boyutlu basim modelleri (j-u).

PCL’in kolaylikla uretilebilmesi ve modifiye edilebilmesinin yaninda, bir diger
Ustlinligu reolojik ve visko-elastik 6zelliklere sahip olmasidir. Bu durum PCL’i
eriyik ve ¢ozunur formada islenebilir kilmaktadir. PCL kimyasal yapisi Sekil

2.7.’de sunulmustur.

PCL molekil agirhdina bagli olarak kloroform, diklorometan, karbon tetraklor(r,
benzen, toluen, sikloheksanon ve 2-nitropropan iginde oda sicakhdinda iyi
¢ozunurlige sahiptir. Aseton, 2-butanon, etil asetat, dimetilformamid ve
asetonitril gdzUculerinde dusuk ¢dzunurlige ve alkol, petrol eteri, dietil eter PCL

icin ¢ozucu olmayan sistemlerdir [51].
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Sekil 2.7. Poli(e-kaprolakton) kimyasal yapisi.

PCL yavas bozunan alifatik polyesterdir (Sekil 2.7.). Polimerin c¢evresel
bozunmasi genel olarak mantarlar, bakteriler ve algler gibi mikroorganizmalarin
sagladigi, oksidatif, enzimatik ve pH iligkili ortamlarin ester gruplarinin hidrolizini
katalize etmesi ile gergeklesmektedir. Molekuler agirhktaki ilk dususin ve
makroskopik yapisal pargalanmanin ardindan olusan kiguk polimer pargalari
hicreler veya mikroorganizmalar tarafindan tamamen metabolize edilebilir. PCL
gibi ester gruplan iceren polimerler, hidroliz yoluyla bozulmaya karsi
hassastirlar. Bozunma farkli kosullar altinda meydana gelen mekanizmalar igin
degisken kinetige sahip kimyasal veya enzimatik yollar boyunca gerceklesebilir.
Genel olarak, enzimatik olmayan, rastgele zincir kesimi, PCL bozulmasinda
baskin bir durum olarak tanimlanmistir ve hem asit hem baz katalizorll ester
hidrolizi ile gerceklesebilmektedir. PCL zincir ug gruplar hidrolitik bozunma hizi
icin oldukca belirleyicidir. Hidroksil gruplari tarafindan sonlandirilan zincirler,
karboksilik asitlerle sonlananlara gére ¢cok daha stabildir. Bu durum karboksilik

asitlerin otokatalitik etkisinden kaynaklanmaktadir [52,53].
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Sekil 2.8. PCL bozunmasini etkileyen ¢evresel ve diger faktorler [53].

Biyomedikal biyobozunur polimerlerin in vivo olarak bozunmasi, hidrolitik olarak
duyarl fonksiyonel gruplarin kimyasal stabilitesi, malzemenin kimyasal
Ozellikleri (hidrofobik veya hidrofilik karakter), molekuiler agirhigi ve dagilimi,
fizikokimyasal faktorler (pH, iyonik kuvvet, ve sicaklik), katki maddelerinin
varligi, polimer morfolojisi (kristalli veya amorf), boyut ve geometri, hidroliz
mekanizmasi, iglem sartlari ve implantasyon bolgesi gibi bir gok parametreye
badli olarak degdismektedir [54]. Bu parametreler PCL icinde gecerlidir. Sekil
2.8.de PCL bozunmasi mekanizmasini etkileyen c¢evresel ve diger faktorler

gOsterilmigtir.

PCL yumusak ve sert doku gereksinimleri igin uygun, biyouyumlu, biyorezorbe
olabilen bir malzeme olarak kabul edilmektedir [55,56]. Fibroblast ve
osteoblastlarin gelisimini desteklemek igin tasarlanan farkl iskele formlari ile
basarili sonuglar elde edilmistir. PCL ¢ok sayida tibbi cihazindaki kullanimi igin

Gida ve ilag idaresi (FDA) tarafindan onaylanmistir [57].
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2.9. Gimus Nanoteller

Gumus nanoteller (AgNT) genellikle 10-200 nm arahginda ¢apa ve 5-100 ym
araliginda degdisen boylara sahip nano yapilardir (Sekil 2.9.). Gimus nanotelin
tanimlanmasi igin en 6nemli standart 10’dan blylk en-boy oranina sahip
olmasidir. Aksi taktirde daha kuguk en boy oranina sahip benzer yapilar olan
nanogubuklar (nanorods) olarak siniflandiriimalari gerekir. Gimug nanoteller
gumus atomlarindan olugur, ancak kristal sekli icin geleneksel bir tanim
veriimemigtir. Bunun nedeni, elektrokimyasal yontemler ile sentezlenen gimus
nanotellerin genellikle tek kristalden meydana gelmesiyken, islak kimya yontemi
ile gerceklestirilen sentezlerin ¢oklu ikizlenmis kristaller (multply twinned crystal)
ile gerceklesmesidir. Tellerin morfolojisi de tam olarak tanimlanmamistir.
Ornegin sert sablon yontemi (hard template method) ile sentezlenen giimus
nanotellerin tele benzer goruntuleri olsa da bireysel nanotel gaplari genellikle
benzer degildir. Buna karsilik poliol yontemi sentezlenen gumus nanoteller,
genellikle diger usullerle sentezlenenlerden daha homojen ¢ap ve boy
dagilimina sahiptirler. Bu reaksiyon, inorganik tuzun bir poliol tarafindan yiksek
sicaklikta indirgenmesine dayanmaktadir. Bu reaksiyonlar sirasinda, etilen
glikol indirgeyici ajan ve ¢ozucu olarak ikili rol Ustlenirken, poli(vinil pirolidon)
PVP hem kaplanma araci hem de gimuis nanopargaciklarin birikmesini
Oonlemek amaciyla kullanilir [58,59]. Sentezde ikili siringa pompasinin kullanimi
ile AgNOs enjeksiyon hizi hassas bir sekilde kontrol edilirek sentezin en 6nemli
basamagi olan c¢ekirdeklenme asamasi saglanmig olur. PVP ve AgNOs molar
oran, birbirlerine yakin degerlerde ¢ap ve boya sahip gumus nanotellerin
sentezini etkileyen dnemli bir parametredir. Bu iglemin dezavantaji, enjeksiyon
oraninin ¢ok dogru bir sekilde kontrol edilmesinin gerekliligi ve bu nedenle

blyUk dlgekte sentezin yapilmasinin zorlugudur.
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Sekil 2.9. Nanotellerin SEM goruntuleri (a). Nanoteller icin XRD paterni (b).
Nanotellerin diguk (c) ve yuksek (d) ¢cozunarlikla TEM gorantaleri [59].

Gumus kateterler ve yara ortlleri gibi tibbi malzemelerde, klclik ¢apli lokalize
enfeksiyonlari dnlemek igin antibakteriyel etki yaratmaktadir. Bu sebeple gimis
katkili polimerik ince filmler, singerler, fiberler ve nanopartikiller gibi farkli
formlarda yaygin olarak hazirlanmaktadir. Memeli hucrelerin, bakterilere gore
gumus toksisitesine karsi ¢ok daha yuksek direng gosterdigi gosterilmistir [60].
GUmus nanotellerin  biyouyumlulugunun her bir uygulamada dikkatlice

arastiriimasi gerekmektedir.

GumuUs nanoteller Gzerine olusan ilgi nanoteknoloji alaninda her yil katlanarak

artmakta ve hizla bilgi birikimini olusmaktadir.

2.10. ilag Etken Madde

Kesiflerinden bu yana yaklasik 100 yildir, sulfonamid ilaglar (sulfa ilaglarr)
bakteriyel, protozoal ve fungal enfeksiyonlara karsi sahip olduklari genis
yelpazedeki aktiviteleriyle insanlar, hayvan ve su Urunleri yetistiriciliginde
kullaniimaktadirlar [61]. Bakteri metabolizmasi igin hayati énem tasiyan bir
bliyime faktori olan tetrahidrofolik asidin biyosentezinde kullanilan p-
aminobenzoik asitin (PABA) kullanimini engelleyerek bakteri gelisimini

engelleyen ilag grubunu olustururlar [62].
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Sdlfonamidler, bir sdlfonamid grubunun (-SO2-NH-) silfir atomuna C4
tarafindan baglanan bir anilin halkasi ile olusturulur. Sulfonamidlerin kimyasal
genel gosterimi Sekil 2.10.de gosterilmistir.  Sulfonamid azot atomu, bir
hidrojen atomu veya bir aromatik heterosiklik halka ile farkl sekilde ikame
edilebilir. Bu yapidaki ilaglar sulfanilamid, sulfatiyazol, silfapyridine, sulfadiazine

vb. olarak siralanabilir.
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Sekil 2.10. Sulfonamid grubu ilaglarin kimyasal yapisi.

1960'larda sentezlenen gumdus silfadiazin, cilt enfeksiyonlarini dnlemek igin
yanik tedavilerinde kullanilan ilk gimus sulfonamid bazl ilag olmustur [63].
GUmus sulfadiazin kimyasal yapi Sekil 2.11.’de verilmistir. Coklu hedefleme
mekanizmasi nedeniyle, gimus bazli antimikrobiyal ajanlar genellikle bakteriyel
direncin Ustesinden gelebilmektedir. GUumusun proteinleri inaktive edebildigi,
tiyol gruplarina baglanabildigi ve stabil baglar olusturabildigi gosterilmistir.
GUmus ayrica, disulfir baglarinin olusumuna yol acan katalitik redoks
reaksiyonlarinda da yer alabilir. Disulfur baglarinin olusumu, protein ikincil ve
ucuncul yapilarinda degisikliklere yol agabilir, bu da anahtar enzimlerin
inaktivasyonuna sebep olabilir [64]. Modak ve ark.,, Pseudomonas
aeruginosa'nin yuksek gumus sulfadiazin dozlarina maruz birakilmasini
inceleyerek, gimusun %12'sinin DNA'ya bagli gorundugunu goézlemlemiglerdir
[65]._GUmus iyonlari ayrica bakteri hucre duvarinin yapisini degistirerek hareket
kabiliyetinde ve stabilitesinde degisikliklere ve bunu izleyen bakteri 6lumune yol
acabilmektedir [66].
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Sekil 2.11. GUmus sulfadiazin kompleksinin kimyasal yapisi.

Sulfatiyazol (ST), sulfa ilaglarinin kesfinden sonra insanlarda kullanilan ilk
sulfonamidlerden biriydi. Cilt enfeksiyonlarinin tedavisinde diger ilaglarla birlikte
kullaniimaktadir.  Sdlfatiyazolin  birgok  metal  kompleksi literatlrde
bulunmaktadir. Gumus - ST kompleksinin kimyasal yapisi Sekil 2.12.’de

verilmigtir.
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Sekil 2.12. GUmus stilfatiyazol kompleksinin kimyasal yapisi.

2.11. Tezin Galigmasinin Amaci ve Hedefi

Bu tez calismasinda, hacimsel iskelet kasi hasarlari igin polimer bazli destek
malzemelerin gelistiriimesi amaclanmistir. iskelet kasi iskelelerinin yliksek
hacimde, hizalanmig, biyouyumlu, biyobozunur olmasi ve iskelet kas
hdcrelerinin  gelisimini ve yonelimini desteklemesi tez calismasinin temel
hedefleridir. Hacimsel iskelet kasi hasarina destek olacak hacimde fiber iskele
uretimi icin bilgisayar destekli Déngusel Islak Egirme Duzenegi (DIED)
geligtirimesi amaglanmigtir. Elektriksel uyarim altinda iskelet kas hucrelerinin
gelisimini ve yonelimini desteklemek amaci ile gumus nanotellerin PCL'e
katkilanmasi ve in vitro incelemeler yapilmasi amaclanmistir. Tez galismasi
kapsaminda DIED ile antibakteriyel 0Ozellige sahip kompozit fiber
formulasyonlarinin da gelistiriimesi planlanmistir. Ticari Grin gumus sulfatiazol
kompleksinin mekanizmasi hipotez alinarak, antibakteriyel ilag etken madde

sulfatiyazol - AgNT kompleksi hazirlanmasi ve etkinliginin degerlendiriimesi
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amaclanmistir. Yuksek verimde, hizalanmig, sulfatiyazol - AgNT igeren PCL
fiberlerin DIED ile uUretimi, karakterizasyonu ve antibakteriyel etkinliklerin

degerlendiriimesi tezin hedefleri olarak belirlenmigtir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Poli(e-kaprolakton) (PCL, Mn: 80000; 25 °C’de yodunlugu: 1,145 g/mL) Sigma-
Aldrich, ABD sirketinden kas iskelenin temel malzemesi olarak kullaniimak
uzere temin edilmistir. Polivinilpirolidon (PVP, Mw: 55000, toz), Etilen Glikol
(EG, 2%99,8 saflikta, anhidrus) Sigma-Aldrich, ABD ve gumus nitrat (AgNO3,
29099.7 safklikta) Fisher firmalarindan, gumuas nanotellerin (AgNT) sentezinde
kullaniilmak Uzere tedarik edilmigtir. Islak egirme asamasinda PCL ¢ozucusu
olarak aseton (2%99.5 CAS No: 67-64-1 Honeywell DIEDel-de Haen),
¢Oktlricu banyosu olarak etanol (299,9 CAS No: 64-17-5 ISOLAB)
kullaniimistir. Etanol kullanilmadan énce -18 °C’de bekletilmigtir. Antibakteriyel
ilag etken madde olarak silfatiyazol (=%98,0 CAS No: 72-14-0, Katalog No:
S9876 Sigma-Aldrich, ABD) kullaniimigtir. Antimikrobiyal aktivite testleri igin
American Type Culture Collection (ATCC) standart suslari olan, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 ve metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
43300 standart suslari kullaniimigtir. Bakteriyel kultur igin besiyeri olarak Tryptic
Soy Agar (TSA) (Difco, Detroit, MI) kullaniimistir. Disk difuzyon testi igin,
Mueller Hinton Agar (MHA) (Difco, Detroit, MI) basiyeri kullaniimigtir. Hucre
kaltart galismalan igin, -172 °C’de muhafaza edilen, pasaj 4 C2C12 (CRL-
1772™, ATCC, UK) fare myoblast hucre hatti kullaniimigtir. Hicre ¢ogaltma ve
indukleme islemlerinde besiyeri, |-glutamin ve yuksek glikoz icerikli DMEM
(Biological Industries, Ref.No: 01-055-1A), %10 fetal sigir serumu (FBS,
Biological Industries, Ref.No: 1609757) ve %1 penisilin streptomisin (Biological
Industries, Ref.No: BI-03-031-1B) ile hazirlanarak kullaniimistir. Hucre
inkibasyon islemi T75 hiicre kiltir sisesinde gerceklestirilmistir. inkiibasyon
sonunda hucrelerin siseden uzaklastirilma igleminde, sise yuzeyini FBS’den
arindirmak igin PBS ¢ézeltisi (BI, israil), hiicreleri ylizeyden ayirmak igin Tripsin
EDTA (Biological Industries, Ref.No: 03-053-1B) kullaniimistir. Hicre kultari
boyunca canli hicre sayimi igin, %10 Alamar mavisi (alamarBlue™, Katalog
No: DAL1025, Therma Fisher, ABD), yuksek glikoz igerikli, fenol kirmizisi ve |-
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glutamin icermeyen DMEM (Biological Industries, Ref.No: 01-053-1A)
kullaniimigtir. Canli-Oli hiicre boyamasi (Thermo Fisher, ABD) igin, Kalsein-AM
ve Ethidium Homodimer-1 (EthD-1) isaretleyiciler kullaniimistir. Biyobozunma
calismalari icin, fosfat tamponlu tuz ¢ézeltisi (PBS, toz, pH: 7,4 Firma Stok No:
P3813 Sigma-Aldrich, ABD), lipaz enzimi (Porcine pancreas Type Il, Sigma
Aldrich, ABD) kullaniimistir.

3.1.2. Elektronik Malzemeler

Tez kapsaminda geligtirilerek 1slak egirme yontemine adapte edilen, ¢okturicu
banyosuna dongusel hareket kazandiran cihaz i¢in, STM 32 F igslemci, TMC
2113 motor surucu karti, NEMA 11 tip adim motor, PL-2303 USB-UART
haberlesme cevirici kart ve adaptér (12 Volt, 2 Amper) malzemeleri
kullanilmigtir. Sistem kontrol arayuzu C# ve Phyton programlama dilleri ile

hazirlanmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Déngusel Islak Egirme Dlizenegi

STM 32 F iglemci, TMC 2113 motor surtcu, NEMA 11 tip adim motor ve PL-
2303 USB-UART haberlesme cevirici elemanlari, uygun baglantilari
gerceklestirilerek sogutma 06zellikli aluminyum kasa igerisine sabitlenmigtir.
Motor saftt (6 mm, D saft) ile ¢oktirme havuzu arasindaki baglanti, saft
adaptort (30 mm temas yuzeyi c¢api) ile saglanmistir. Coktlrict havuzunun,
motor tutucusu Uzerinde muhafaza edilerek donmesini saglamak amaciyla, 10

derece negatif egime sahip paslanmaz celik konteyner kullaniimigtir.
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Sekil 3.1.’de temel anlamda DIED duzenegi birimler arasi haberlesme protokolu
verilmigtir. Genel olarak devre karti beslemek icin DC 12 V adaptor
kullaniimistir. Kart Gzerindeki motor surtcu ve diger entegrelerin beslenmesi 3
V’luk regulator aracihigi ile saglanmistir. Adim motoru surebilmek giris voltaji 12

V’u 27 V’a yukselten 24 V’luk “stem up convertor” entegre kullaniimigtir.

Adim motor elektrik enerjisini donme hareketine ¢eviren elektromanyetik
cihazlardir. Elektrik enerjisi verildiginde rotor ve rotora bagli saft, sabit acisal
birimlerde (adim) dénmeye baslar. Motorun dislik hizlarda da dénebilmesini
saglamak icin yazilim ve elektronik tasarimla beraber motordaki kutuplarin
arasinda da hareket saglanmistir. Boylece daha yuksek maliyetli bir motora
ihtiyac duymadan dusuk donus hizlarina ulagilabilmistir. Bu isleme mikro adim
adi verilmektedir ve bu islem ile olusan tork kaybi deney duzenegimiz igin onem

olusturacak boyutta olmamaktadir.

Islemci ile bilgisayar arasindaki haberlesme FT232 uart ile sagland. Bilgisayar
uzerinde python yazilimi ile hazirlanmis olan araylz Uzerinden donus yonu ve
% doénus hizi ayarlanabilmektedir. Hiz ve doénlds ydnudndn belirlenmesinin
ardindan basilan uygulama komutu FT232 (izerinden islemciye aktarilir. islemci
bu komut ile daha 6nceden motorun karakteristik 6zelliklerine bagli olarak

belirledigimiz tabloda karsihgi gelen deger Uzerinden motoru surer.

Adim motorlarda tork degeri uygulanan akim ile belilenmektedir. Ancak motor

karakteristigine gore degisiklik gostererek, motora uygulanan akim degeri
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artttkga motor 1sinmakta ve titresimli bir sekilde galismaya baslamaktadir. Bu
durum deney esnasinda, titresim ile Uretilen fiberlerin formunu bozmakta ve
verimsiz ¢alisman motorun deney duzenegini isitmasina sebep olmaktadir.
Bunu o6nlemek amaciyla deneyler icin ihtiya¢ duyulan tork degerini saglayacak
akim degeri ¢ok hassas bir sekilde belirlenmig, uzun sureler ile deney kosullari
altinda denemeler yapilmistir. Deney dizeneginin goéruntist Sekil 3.2.de

verilmigtir.

Sekil 3.2. DIED duzenegi fotograf goruntusu.

3.2.2. Gimius Nanotellerin Eldesi

GlUmis nanoteller poliol ydntemi ile Orta Dogu Teknik Universitesi (ODTU)
Metallrji ve Malzeme Mihendisligi Bolimiinde Prof. Dr. Emrah UNALAN’In
yonettigi arastirma laboratuvari binyesinde sentezlenmistir. Bu yontemde
gumus kaynagi olarak gumus nitrat (AgNO3s), stabilize edici polimer olarak
polivinilpirolidon (PVP) ve hem ¢b6zlicu hem de indirgeyici olarak etilen glikol
kullaniimistir. Poliol yonteminde 170 °C sicaklikta 5 mL EG igerisinde ¢ozinmis
200 mg PVP ve 3 mg tuz ¢ozeltisine 2.5 mL EG igerisinde ¢oéztinmis 50 mg
gumus nitratin damlatilarak eklenmesiyle islem gercgeklestiriimistir. Damlatma
isleminin baslamasiyla gimus nano pargaciklar olusmakta ve devam edildikge
tek yonlu buyimeyle (PVP yardimiyla) nano pargaciklar gimis nano tel halini
almaktadir. Nano tel olamayan gumus nano pargaciklar da buyuyerek
istenmeyen yan Urlnleri olusturmaktadir. Uretim sirasinda c¢dzeltinin renk

degistirmesinden nano pargacik ve nano tel olusumu takip edilebilmektedir.
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3.2.3. iskelet Kasi Doku Destek Malzemelerinin Hazirlanmasi

3.2.3.1. DIED ile PCL Fiberlerin Hazirlanmasi

Optimizasyon igin, farkli molekdl agirligina sahip PCL polimerleri, ¢6ziinme ve
fiber formda uretim verimliligi incelenmigtir. C6zinme o6zellikleri aseton ve
kloroform ¢odzucu sistemlerinde farkl derisim ve sicaklikta ¢ozulerek incelenmis,
¢Oktirme banyosu sicakhginin fiber olusumuna olan etkisi incelenmistir. Fiber
caplart DIED donus hizi ve enjektor igne ucu degistirilerek belirlenmistir.
Optimum parametrelerde fiber Uretim islemi icin 80000 molekal agirlikh PCL,
aseton igerisinde hacimce %20 olacak sekilde 40 °C sicak su banyosu
varhginda 300 rpm hizda manyetik karistirici ile homojen bir ¢ozelti olusuncaya
kadar yaklasik 2 saat boyunca karigtirilmistir. Homojen ¢oézunmenin olugumu
cOzeltinin tamamen seffaflik kazanmasiyla takip edilebilmektedir. C6zinme
islemi sonrasinda PCL-Aseton ¢0Ozeltisinin tamami 5ml polipropilen (PP)
enjektore aktariimig, Uretim siUresince hava almayacak sekilde muhafaza
edilmistir. -18 °C’de bekletilen etanol, DIED Uzerindeki klvete aktariimis,
belirlenen donls hizina, bilgisayar tarafindan duragan pozisyondan sabit ivme
ile ulasmistir. Enjektor icerisindeki PCL ¢ozeltisi duz uglu 22G enjektor ignesi ile
¢Oktirme havuzuna, havuzun doénme hareketi esnasinda sikilmistir. Sikma
isleminin bitmesinin ardindan havuz, sabit ivme ile bulundugu hizdan duragan
pozisyona getirilmistir. Olusan fiberler banyo kuveti ile birlikte -18 °C’de 24 saat

boyunca muhafaza edilmistir.

Cizelge 3.1. PCL molekul agirhgi ve ¢ozelti derigimi optimizasyonu oranlari

Ornek PCL Ortalama Molekil Agirhgi Polimer / C6zlcu Orani
(kDa) %(WIV)
PCL10kDa 10 20
PCL60kDa 60 20
PCL80kDa-10 80 10
PCL80kDa-15 80 15
PCL80kDa-20 80 20
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3.2.3.2. DIED ile PCL-AgNT Fiberlerin Hazirlanmasi

Etanol igerisinde disperse halde bulunan AgNT’ler, etanol igerisinden ayrilarak,
PCL igin ¢dzucl olarak kullanilan aseton igerisine dagitiimistir. Belirli hacimde
AgNT-etanol dispersiyonu 50 mL’lik falkon igerisine alinmig ve 7000 rpm hizda,
10 dakika boyunca santrifuj edilmigtir. Bu islem sonunda dibe ¢coken AgNT’lerin
tekrar dagiimasini onleyecek sekilde hassascga etanol falkondan uzaklastiriimig,
hemen akabinde belirlenen hacimde aseton AgNT lerin Gzerine eklenmistir. PP
enjektor icerisine alinmis PCL ve PCL-AgNT c¢ozeltilerine ait goruntiler Sekil

3.3.’de verilmistir.

Sekil 3.3. Aseton igerisinde ¢oziunmus PCL ve PCL-AgNT ¢ozeltileri.

Aseton igerisinde ¢dzinmus olan PCL c¢ozeltisi igerisine, AgNT-aseton
dispersiyonu oda sicakliginda pipet yardimi ile damlatilarak manyetik karistirici
ile 30 dakika boyunca karistiriimistir. Cozelti PP enjektor icerisine (Sekil 3.3.)
alinmig ve bilgisayar kontrolli DIED yardimi ile fiber Uretimi gergeklestiriimistir.
Bu yontem ile hazirlanan kompozit fiber kompozisyonlari Cizelge 3.1.de
verilmigtir. Bilgisayar kontrolli DIED ile fiber Uretimine ait sematik gdsterim,

Sekil 3.4.’de sunulmustur.
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Sekil 3.4. Bilgisayar kontrolli DIED ile fiber Gretimine ait sematik gdsterim.

3.2.4. Antibakteriyel Ozellikte Fiberlerin Hazirlanmasi

3.2.4.1. DIED ile Sulfatiyazol Yuikli PCL Fiberlerin Hazirlanmasi

Sulfatiyazol (ST), aseton igerisinde oda sicakhginda homojen bir sekilde hizla
¢ozllebilmektedir. ST oda sicakhiginda, nemsiz ortamda kapakli cam sise
icerisinde muhafaza edilmektedir. ST, PCL ile agirhk¢ca %1, %5 ve %10
derisimler olusturacak miktarlarda hassas teraziyle tartiimis, aseton igerisinde
manyetik karigtirict yardimi ile 30 dakika surede tamamen ¢ozulmesi
saglanmistir. Belirli hacimdeki ST c¢oOzeltisi, aseton icerisindeki PCL’e pipet
yardimi damlatilarak ile manyetik karistiricida 1 saat suresince 40 °C sicaklikta
karistinlmistir. Hazirlanan ¢ozeltide PCL %20 (w/v) derisimdedir. Film drnekler
¢ozucu dokum yontemi ile hazirlanmistir. Fiber ornekler hazirlanirken, PCL-ST
aseton c¢oOzeltisi PP enjektor icerisinde aktarilmig, uretim suresince hava
almamasi saglanmistir. Belirlenen donus hizinda, DIED Uzerinde 23G enjektor
ignesi ucu ile -18 °C etanol ¢okturicu banyosuna enjekte edilerek fiber Gretimi

gerceklestirilmistir.

3.2.4.2. DIED ile Siilfatiyazol - Guimiis Nano Tel Yuklii PCL Fiberlerin

Hazirlanmasi

GUmus sulfadiazin piyasa preperatindan esinlenerek sulfatiyazol - gimus nano
tel (ST- AgNT) kompleksi hazirlanmis ve %20 (w/v) PCL ¢dzeltisine eklenmistir.
Silfatiyazol PCL ile agirlikga %10 derisim olusturacak miktarda tartiimis ve
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aseton igerisinde manyetik karistirici yardimi ile 30 dakika surede tamamen
¢ozllmesi saglanmistir. Bu ST c¢ozeltisi icerisine agirhk¢a %2 AgNT (asetona
disperse) eklenip karigtiriimistir. Belirli hacimdeki ST-AgNT c¢ozeltisi, %20 PCL
(w/v) derisim olacak sekilde aseton igerisindeki PCL ¢ozeltisine yavas yavas
damlatilarak ile manyetik karistiricida 1 saat silresince 40 °C sicaklikta
karistinlmistir. Film numuneler ¢ozucu dokim yontemi ile oda sicakliginda
kurutularak hazirlanmistir.  Fiber numunelerin  hazirlanmasi igin, aseton
icerisindeki PCL-ST-AgNT c¢ozeltisi PP enjektor icerisinde aktarilmis, Uretim
suresince hava almasi engellenmigtir. Belirlenen dénus hizinda, DIED Uzerinde
23G enjektdr ignesi ucu ile -18°C etanol ¢oktlricl banyosuna enjekte edilerek

fiber Uretimi gergeklestiriimistir.

3.3. Karakterizasyon Yontemleri

Kimyasal ve termal karakterizasyonlar igin PCL, PCL-AgNT, PCL-ST, PCL-ST-
AgNT film numuneler kullanilmigtir.  Film numuneler fiberler ile ayni

kompozisyona sahip olacak sekilde ¢dzici dékim ydntemi ile hazirlanmistir.

3.3.1. Morfolojik Karakterizasyonlar

Numunelerin morfolojik incelemeleri ODTU, Metallrji ve Malzeme Miihendisligi
Bolimu blunyesindeki, Taramal Elektron Mikroskopu (SEM, FEI Nova, Nano
SEM 430, ABD) ile gergeklestirilmistir. Enerji Yayilimh X-Isini (EDX) dedektoru
ile numunelerin elemental analizi yapilmistir. SEM incelemesi ig¢in uygun
boyutlarda hazirlanan numuneler, ¢ift tarafli karbon bant ile érnek tutucularina

yerlestirilmis, ylzeyleri 5-10 nm kalinhginda altin-paladyum kaplanmistir.

3.3.2. Kimyasal Karakterizasyonlar

PCL, ST antibakteriyel ilag etken maddesinin ve PCL-Ag NW, PCL-ST, PCL-
ST-AgNT kompozit orneklerin kimyasal yapisi Hacettepe Universitesi,
HUNITEK bunyesindeki Fourier Dénlsimlit Kizilétesi Spektrometresi (FTIR,
Thermo Nicolet 1S50, ABD) kullanilarak incelenmistir. Tum analizler KBr kristalli
ATR atagmani ile 600-4000 cm™! dalga sayisi araliginda ve 4 cm™! ¢ozln(rlikte,
16 tarama sayisi ile gergeklestirilmigtir.
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3.3.3. Termal Karakterizasyon

3.3.3.1.Termogravimetrik Analiz

ilac etken madde ST ve diger numunelerin termal bozunma davranislari
Hacettepe Universitesi, HUNITEK blinyesindeki Termogravimetrik Analizor
(TGA, TA Instruments Q600 SDT, ABD) ile azot atmosferinde, 10 °C/dak isitma

hizinda ve 25-500°C sicaklik araliginda incelenmigtir.
3.3.3.2. Simultane Diferansiyel Taramal Kalorimetre Analizi

Numunelerin 1sil 6zellikleri ve sl gegisler (camsi gegis sicakhdi Tg, erime
sicakligi Tm ve 1sil bozunma sicakliklari Td) Hacettepe Universitesi, HUNITEK
bunyesindeki Simultane Diferansiyel Taramal Kalorimetre (Simultane DSC, TA
Instruments Q600 SDT, ABD) ile incelenmigtir. Analizler, azot atmosferinde, 10

°C/dak i1sitma hizinda ve 25-500 °C sicaklik araliginda gerceklestiriimistir.

3.4. Biyobozunma Calismalari

PCL, PCL-AgNT, PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiberlerin biyobozunma c¢alismalari
enzimatik ve hidrolitk ortamda 7 gun slresince gergeklestiriimigstir.
Biyobozunma calismalari, optimum o&zelliklere sahip olan PCL, PCL-AgNT,
PCL-ST ve PCL-ST-AgNT ornekleri ile gerceklestiriimistir. Fiberler hassas
terazide tartilarak, yaklasik 70 mg agirhikta olacak sekilde kesilerek
hazirlanmistir. Hidrolitik biyobozunma g¢alismalari 37 °C’de, 5 mL PBS (1.0 M,
pH 7.4 5mL, % 0.02 sodyum azit) icerisinde gerceklestiriimigtir. Enzimatik
biyobozunma c¢alismalari, 5 mL PBS icerisine 0.5 mg lipaz eklenerek enzimatik
ortam hazirlanmistir. Her 24 saatte bir, oOrneklerin igerisinde bulundugu
cOzeltiler ve enzimatik ortam yenisiyle degistirilmigtir. Tartim isleminden 6nce
ornekler ¢ozeltiden uzaklastirilmig, distile su ile yikanmig, tamamen kuruduktan
ve sonrasinda tartilmigtir. Biyobozunma calismalari n=3 tekrar calisiimistir.
Numunelerdeki biyobozunma miktarlari, numunelerin kurutulmus ve baslangi¢
agirliklarinin  karsilastiriimasi ile gravimetrik olarak belirlenmigtir. Enzimatik
ortamda biyobozunmaya ugrayan orneklerin morfolojik degisimleri, 21 gun

sonunda SEM analizi ile incelenmistir.
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3.5. Hiicre Kiilturu Caligmalari

PCL ve PCL-AgNT fiberleri igin, iskelet kasi doku muhendisligi ¢alismalarina
yonelik kullanimlarinin arastirilmasi amaciyla hicre kultira ¢alismalari Ankara
Universitesi, Biyomedikal Mihendisligi Boliminde Dog. Dr. Pinar Yilgoér Huri

yonettigi arastirma laboratuvari bunyesinde gergeklestirilmistir.

Hucre ekiminden once fiberler, 1x1cm boyutlu ortasi bos teflon gergevelere, siki
bir sekilde ve her bir ¢ercevede esit sayida sarim olacak sekilde sarilimistir.

Sekil 3.5.de teflon gergevelere sarilmis fiberlere ait gértunti verilmistir.

I

Sekil 3.5. Teflon gercevelere sariimigs PCL ve PCL-AgNT fiber goruntuleri.

Sivi azot tankinda muhafaza edilen 4. pasaj C2C12 hucreleri hizla 37 °C’de
DMEM ile karistirihp 250 rpm hizda, 5 dakika boyunca santriflj edilerek
dondurma ¢ozeltisinden arindirilmigtir. Hucreler T75 hucre kdlturu sigesi

icerisinde 7 gun sure ile 37 °C ve %5 CO2 ortaminda inkube edilmistir.

Numunelerin %70 etanol igerisinde 1 gun sureyle galkalayici cihazi Uzerinde
bekletilerek sterilizasyonu gergeklestiriimistir. Hucre ekimi oncesi numuneler
laminar akis kabini icerisinde, 12 kuyucuklu kultir kaplarina aktarilarak 30

dakika boyunca kurumalari igin beklenmistir (Sekil 3.6.a).

Besiyeri, %10 FBS, %1 PS ve yuksek glikozlu DMEM ile hazirlanmigtir. Her 48
saatte bir besiyeri yenisi ile degistiriimistir. inkiibasyon siiresinin sonunda
hicreler kiltir sisesi ylzeyinden, fiber ylzeyine ekilmek Uzere kaldiriimistir.
Hucrelerin  ylzeyden kaldirmasi islemi icin sise igerisinden besiyeri
uzaklastirilmigtir. Yuzey PBS ¢ozeltisi ile yikanarak FBS’den arindiriimigtir. 3
mL %0.1 Tripsin-EDTA ¢ozeltisi sise igerisinde aktarilarak yukari asagi
hareketlerle tim sise yuzeyine yayillmasi saglanmis ve 5 dakika bekletilmistir. 6
mL besiyeri siseye eklenmistir. Sise icerisindeki toplam karigim 15 mL’lik falkon
tupune aktarilarak 5 dakika sirede 1000 rpm’de santraflj edilmistir. Tapun

dibine ¢oken hucre peleti etkiienmeyecek sekilde Ustte kalan ¢ozelti ayrilmistir.
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Hucre peleti, yeni besiyeri igerisine pipet ile ¢ek birak yapilarak dagitilmigtir.
PCL ve PCL-AgNT fiberlerin sarili oldugu cercevelerin 6n ve arka olmak tUzere
her iki yuzeyine 50000’er hucre, toplamda her iki yuzeyde 100000 hucre ekimi
gerceklestiriimistir (Sekil 3.5.b).

Sekil 3.6. Hucre ekimi 6ncesi (a) ve sonrasi (b) numuneler.

7 gun boyunca 12 kuyucuklu kultur kaplarinda, yuksek glikoz icerikli DMEM
icerisinde %10 FBS ve %1 PS besiyerinde, 37 °C ve %5 CO:2 ortaminda

inkiibasyon islemi gerceklestirilmigtir.
3.5.1. Hucre Kiiltiiru Elektriksel Uyarim Galismalari

Elektriksel uyarim c¢aligmalari, 6 farkli grupta incelenmigtir (Cizelge 3.2.).
Elektriksel uyarim sinyal jeneratord araciigl ile saglanmis, elektriksel
baglantinin ¢ikisina eklenen bir diren¢ Uzerinden osiloskop yardimi ile
uygulanan parametreler go6zlenmistir. Sekil 3.7.’de elektriksel uyarimin

saglandigi deney sematigi gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Hucre kiltur galismalari deneysel gruplar.

Deneysel Grup Gerilim (Volt) Frekans (Hz) Sinyal Genigligi (ms)
PCL - Eo 0 3 1
PCL — Eisv 15 3 1
PCL — Eav 3 3 1
PCL-AgNT - Eo 0 3 1
PCL-AgNT — E1sv 1.5 3 1
PCL-AgNT — Eav 3 3 1
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Sekil 3.7. Hlcre kultlra elektriksel uyarim dizenegi sematik goésterimi.

3.5.2. Hiicre Canlilik Testi (alamarBlue®)

Hucre kulturd suresince hucre ekiminden sonraki 1. gun ve 7. gun sonunda
metabolik olarak aktif (canli) hlicre sayisi alamarBlue testi ile belirlenmistir.
Renksiz DMEM igerisinde %10 derisimde alamarBlue ¢ozeltisi hazirlanmigtir.
Kuyucuklar igerisindeki ortam uzaklastirilip, steril PBS ile yikanmigtir. Ardindan
hazirlanan alamarBlue c¢ozeltisi her bir kuyucuga eklenmis, 1 saat sureyle
inkUbatoére (37 °C, %5 CO2, nem) yerlestiriimistir. TUm islemler karanlik ortamda
gergeklestirilmistir. Strenin sonunda her kuyucuktan 3’er adet 200 pl ornek
alinarak 96 kuyucuklu plak igerisine aktariimigtir. Mikroplaka okuyucusunda
(Elisa Plate Reader), 570 nm ve 595 nm dalga boyunda, kuyucuklari ait
absorbans degerleri belirlenmigtir. Daha sonra 12 kuyucuklu plaklarda bulunan
alamarBlue test ¢dzeltisi uzaklastiriimis, kuyucuklar PSB ile yikanmis ve normal
besiyeri eklenerek kuilture devam edilmigtir. Test sonunda elde edilen
absorbans degerleri, kalibrasyon egrisi yardimiyla canli hicre sayisina

cevrilmistir.
3.5.3. Hiicrelerdeki Morfolojik Degisimlerin incelenmesi

3.5.3.1. Canli-Olii Boyamasi

Fiberler Uzerinde 7. gune ait canli ve 6lU hucrelerin goruntilenmesi ve hucre
morfolojisinin incelenmesi icin Canh-Oli Kit boyamasi yapilmistir. 10 mL steril
PBS igerisinde 2 yM Kalsein-AM ve 4 yM Ethidium Homodimer-1 (EthD-1)
isaretleyici ¢ozeltileri hazirlanmistir. Canli ve Olu hlcreler sirasiyla Kalsein ve
EthD-1 ile isaretlenmistir. isaretleme isleminden &énce 6rnekler, temiz

kuyucuklar aktarilip, steril PBS ile yikanmistir. Daha sonra isaretleyici ¢ozeltiler
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orneklerin bulundugu kuyucuklara aktariimis, 20 dakika slre ile inkibatoérde
bekletilmigtir. Tum islemler karanlik ortamda yapilmis, ornekler analiz sonuna
kadar igiktan korunmustur. Inkiibasyon siresi sonunda isaretleme gozeltisi steril
PBS ile yikanarak uzaklastinimistir. Yikama isleminin hemen sonrasinda
orneklere ait goruntileme, Lazer Taramali Konfokal Mikroskop (Leica TCS SP2)
cihazi ile gerceklestiriimistir. Kalsein ve EthD-1 ile isaretlenmis canli ve 4l
hicrelerin goruntilenmesi sirasiyla 488 nm ve 528 nm dalga boyundaki lazerler

ile saglanmigtir.
3.5.3.2. Hiicre Morfolojilerinin Taramali Elektron Mikroskobu incelenmesi

PCL ve PCL-AgNT kompozit fiberler ile etkilesen hucrelerin morfolojileri
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM, FEI Nova, Nano SEM 430) ile
incelenmigtir. PCL ve PCL-AgNT fiberler Gzerinde 7 gunlik C2C12 fare
myoblast hlcre kiltari ¢calismasinin sonunda elektriksel uyarimin yapildigi ve
yapilmadigi ornek gruplarindan alinan fiber iskeleler, PIPES tampon ile
yikanmis ardindan kalsiyum ve magnezyum icermeyen fosfat tamponunda
hazirlanan %3.7 (w/v) paraformaldehit ile 30 dakika boyunca fikse edilmistir.
Ornekler SEM analizi gerceklestirilene kadar PIPES igerisinde, +4 °C'de
saklanmig, analiz 6ncesi sirasiyla %30, %50, %70, %90 ve %100 derisimlerde
etil alkol c¢ozeltilerinden 20’ser dakika gegirilerek 6rneklerin oda sicakhginda
kurutulmasi saglanmistir. Kuru ornekler SEM analizi igin ornek tutuculara
yerlestirilmigtir.  Analiz i¢cin gerekli olan yUzeyin altin kaplama islemi

gerceklestirildikten sonra érnekler SEM ile incelenmistir (Sekil 3.8.).

Sekil 3.8. SEM analizi i¢in hazirlanan ylzeyi altin kaplanmis hicreli 6rnekler.
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3.6. Mikrobiyoloji Caligmalari
3.6.1. Disk Difiizyon Testi

PCl, PCL-AgNT, PCL-ST, PCL-ST-AgNT film ve fiberlerin Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 ve metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC
43300 standart suslarinda antibakteriyel etkinlikleri disk difizyon testi Kirby-
Bauer disk difizyon yontemi baz alinarak yapiimigtir [67]. Hazirlanan Mueller
Hinton Agar (MHA) (Difco, Detroit, MI) besiyerinden 25 mL her petriye
dagitilmigtir. Testin yapilacagi gun her besiyerinin kurulugundan emin olduktan
sonra kullaniimistir. Hazirlanan bakteri suspansiyonlari steril ekivyon gubuklari
ile MHA besiyerine yogun ekim yontemiyle ekilmistir. Fiber ve filmler igin
kullanilan konsantrasyonda gumus nanotel ve sulfatiyazol antibakteriyel ilag
etken maddesi 6 mm c¢apindaki steril kagit disklere emdirilmis ve kurumalari
beklenmistir. Film, fiber ve diskler aralarinda yeterli mesafe birakilarak inoktle
edilmis MHA plaklarina yerlestiriimistir. Daha sonra plaklar 35 °C’'de 18 saat
inkiibe edilmis, ertesi gln olugsan bolgesel agilma ¢aplari belirlenerek dlgumleri

yapimigtir.

3.6.2. Bakteriyel Tutunma Testi

S. aureus ATCC 29213 ve E. coli ATCC 25922 bakterileri Tryptic Soy Agar
(TSA) besiyerinde 24 saat 37 °C’de inklbe edilerek Uretilmistir. Taze bakteri
kaltarleri, PBS igerisinde suspanse edilerek 0.5 McFarland bulanikliga denk
gelecek sekilde hazirlanmigtir (1X108 cfu/mL). Daha sonra 1/10 sulandirilarak
107 cfu/mL bakteri slspansiyonu tutunma deneyinde kullaniimistir. Fiber
numuneler her biri ayri kuyucukta olacak sekilde, doku kultur kabina
yerlestirilmigtir. Her bir 6rnegin bulundugu kuyucuga 1 mL hazirlanan bakteri
suspansiyonu eklenmis, 37°C’da 4 saat 110 rpm’e ayarlanmis olan ¢alkalayici
inkiibatorde bekletilmistir. ki kuyucuk besiyeri ve (reme kontrolli olarak
kullaniimistir. Bu stre sonunda bakteri cozeltisi atilmis, fiber ylzeyine
tutunmayan bakterilerin tamamen uzaklastiriimasi igin her 6érnek PBS ile 3‘er
defa ylkanmigtir [68]. Yuzeye tutunmayan bakterilerin  tamamen
uzaklastirlmasinin ardindan ornekler 1 mL PBS igerisine alinip yuzeye

tutunmus bakterilerin ¢ozeltiye gegmesi icin 10 dakika ultrasonik banyoda ve
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ardindan 1 dakika vorteksde tutulmustur. PBS c¢ozeltisi ile seri seyreltme
islemleri yapilip canli bakteri sayilarinin belirlenmesi icin TSA besiyerine yayma
yontemi kullanilarak 100 pL ekilmigtir. 4 saat, 37°C’de etluvde bekletilen
besiyerlerinde Ureyen koloniler saylimistir. Besiyerlerinde Ureyen koloni sayisi
ve ilgili seyreltme faktori kullanilarak ortamda bulunan bakteri sayisi
hesaplanmistir. Tum deneyler her bir bakteri igcin 2 paralel, 2 tekrarli yapilarak
sonuglar degerlendirilmistir. Ek olarak, tutunmayan bakterilerin PBS ile yikama
islemi sonrasinda ornekler kakodilat tamponu (0.1 M, pH 7.4) ile hazirlanan
%2.5’lik (v/v) gluteraldehit icinde oda sicakhiginda 15 dakika bekletilmistir [69].
Bu iglem sonrasinda gluteraldehitin uzaklastirilmasi igin numuneler, kakodilat
tamponu ve deiyonize suyla sirasiyla 3’er defa yikanmistir. Oda sicakliginda
kurutulan érnekler SEM ile incelenmigstir. Deney steril kosullarda, steril gozeltiler

ve malzemelerle gerceklestirilmigtir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez galismasinin ilk bolumuande, bilgisayar kontrolli dongusel i1slak egirme
duzenegi ile gumus nano tel katkili, biyobozunur ve biyouyumlu ozelliklerde
PCL bazh fiber formda iskelet kasi doku destek iskelelerinin elde edilmesi
amaclanmistir. Tezin ikinci bolumunde antibakteriyel ilag etken maddesi ST'nin
PCL ve PCL-AgNT film, fiber kompozisyonlarina eklenmesiyle, malzemelere
antibakteriyel ozellik kazandirilimasi  hedeflenmistir.  Uretilen tim bu
malzemelere ait karakterizasyon sonuglari tartigmalar ile beraber bu bolimde

sunulmustur.

4.1. Déngiisel Islak Egirme Diizenegi ile Fiber Uretim Optimizasyonu

Bilgisayar kontrolli DIED ile ylksek verim ve fiziksel butlnlikte PCL, PCL-
AgNT, PCL-ST ve PCL-ST-AgNT icin fiber dretiminin optimizasyonu
gergeklestirilmistir. PCL molekul agirhdi, ¢ézicu sistemi, ¢oktirme banyosu
sicakhgi, PCL derisimi ve kompozit fiberler icin AgNT derisimi optimize

edilmistir.
4.1.1. PCL Molekiil Agirhiginin Optimizasyonu

PCL optimum molekdl agirhiginin belirlenmesinde Cizelge 3.1.’de gosterildigi
gibi 10 kDa, 60 kDa ve 80 kDa Mn sahip PCL ile fiber Uretim calismalari
gergeklestiriimistir. Elde edilen fiberlerin goruntuleri Sekil 4.1., Sekil 4.3.- 4.7.'de
sunulmustur. Sekil 4.1.’de gdsterildigi gibi 10 kDa ve 60 kDa Mn sahip sirasiyla
PCL10kDa ve PCL60kDa’nun DIED ile fiber olusumu saglanamamistir.

Sekil 4.1. Dusitk molekul agirhklara sahip pargalanmig PCL fiber yapilari
goéruntusu. (a) PCL10kDa, (b) PCL60kDa

39



10 kDa ve 60 kDa molekul agirlikli polimerlerin agdirlikgca %20 oraninda aseton
veya kloroform c¢Ozuculerde tamamen ¢ozunmelerinin ardindan, -18°C de
sogutulan ¢oktirme havuzuna vyoénlendirildiklerinde fiziksel butanliklerini
kaybettikleri ve kirilgan, kal gibi olusumlar meydana geldigi gozlenmistir (Sekil
4.1.). Bunun nedeni PCL’in 10 kDa ve 60 kDa gibi disuk molekdl agirhiginda
zayif mekanik o6zelliklere sahip olmasidir. Dusik molekldl adgirhiklarinda,
kristallinite mevcut olmasina ragmen polimer zincirleri zayif Van der Waals
kuvvetleri tarafindan gevsek bir sekilde baglanir ve zincirler diguk mukavemet
gOstererek kolayca hareket edebilir. YUksek molekll agirliklarinda ise zincirlerin
uzamasi, birbirleri arasinda daha siki ve dolasik bir yapi olusturmalari polimerin
mekanik 6zelliklerini arttirici etkide bulunmaktadir [5]. PCL10kDa ve PCL60kDa
ile elde edilen parcalanmis fiber yapilarinin SEM goérintileri Sekil 4.2.de

verilmigtir.

Sekil 4.2. PCL10kDa ve PCL60kDa parcalanmis fiber yapilarina ait SEM
gorantuleri. (a) PCL10kDa 5000x buyutme, (b) PCL10kDa 1000x buyutme, (c)
PCL60kDa 10.000x buyutme, (d) PCL60kDa 1000x blyutme.
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PCL10kDa numunesine ait Sekil 4.2.a’da verilen SEM goéruntusinde polimerin
dongusel ¢oktirme ortaminda soguk koétu ¢ozicu icinde kuresel formda ¢oktugu
gozlenmektedir. PCL10kDa numunesine ait 1000 buyutme SEM goéruntusinde
tum yuzeyinde homojen kuresel olugumlar oldugu gorulmektedir (Sekil 4.2.b).
PCL60kDa ornegine ait Sekil 4.2.c’'de verilen SEM gorintisiinde polimerin
aglomere vyapilar olusturarak c¢oktugu gorulmektedir. Ayni buyutmedeki
PCL10kDa ve PCL60kDa numunelerine ait SEM goruntuleri (Sekil 4.2.b,d)
karsilastinldiginda PCL60kDa yuzeyinin, PCL10kDa yuzeyine gore daha az

purizll bir morfoloji sergiledigi gorulmektedir.

Daha yuksek ortalama molekll agirhigina sahip PCL80kDa ile fiber Uretimi
verimli sekilde gergeklestirilmigtir. Sekil 4.3.’de PCL80kDa ile Uretilmis, yaklagik

500 cm uzunluga sahip fiber demeti sunulmustur.

Sekil 4.3. Yuksek molekul agirlikta fiziksel butunlige sahip, PCL80kDa fiber

iskele goruntusu.

Sekil 4.1.’deki ve Sekil 4.3.'deki goruntuler karsilastiriidiginda, PCL10kDa ve
PCL60kDa numunelerinden fiber yapil bir form elde edilememigken, PCL80kDa
ile fiziksel butinlikte ve ylksek verimlilikte fiber Uretimi gergeklestirilmistir. Bu
farkhlik, polimerin molekul agiriginin fiziksel ve mekanik 6zelliklere etkisinden
kaynaklanmaktadir. Polimer molekil agirhiginin artmasi, daha uzun polimer
zincirlerin birbirleri ile daha siki bir arada bulunmalarini saglar ve bu durum

mekanik ozelliklerin artmasina sebep olur.

PCL80kDa ile elde edilen fiber ylzeyine ait SEM goéruntileri Sekil 4.4.’de
verilmistir. Fiber demetinden alinan SEM goérintisunde, Uretim sonrasi dizenli

sekilde toplanmis yaklasik 20 adet fiber gortlmektedir (Sekil 4.4.c).
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Sekil 4.4. PCL80kDa fiber ylzeyine ait SEM goruntileri. (a) PCL80kDa 5000x
bayutme, (b) PCL80kDa 1000x buyutme. (c) PCL80kDa 100x buyutme.

PCL80kDa fiber yuzeyi (Sekil 4.4.a-b) PCL10kDa ve PCL60kDa (Sekil 4.2.)
yapilarina gére daha purltzsltz ylzey morfolojisine sahiptir. Ylzey purGzlGltgu,
hicre calismalarinda hiicresel tutunma ve yonlenmeye yardimci olsa da, fiber
mekanik Ozelliklerinde istenmeyen varyasyonlara sebep oldugu bilinmektedir
[70], [71].

Fiber yapilarin elde edilmesinde, ¢oktirme banyosunun donglisel hareket
etmesinin etkisi olmustur. Coktirme banyosunun doéndsi enjektdr ucundan
sikilan polimerin ¢ekilmesini saglamis bu durum da molekller zincir
hizalanmasina sebep olmustur [72]. Boylece ylzey homojenligi artmis fiberlerin
eldesi saglanmis ayrica ek bir islem gerektirmeden kullanima hazir bir sekilde

toplu fiber demeti elde edilmistir.

4.1.2. Gozucu Sistem Optimizasyonu

PCL fiber yapilarin elde edilmesinde ¢dzicu sistemi olarak, aseton ve kloroform
kullaniimigtir. PCL80kDa-15 kloroform igerisinde oda sicakliginda 300 rpm’de
hizla ¢dzunurken, ayni miktardaki polimer aseton igerisinde 45 °C’de, 300

rpm’de karistirilarak yaklagsik iki saat icerisinde ¢ozUnmusgtar.

Sekil 4.5.de, kloroform ve aseton c¢oézlcilleri ile hazirlanan PCL80kDa-15
¢ozeltilerinin, 4 °C sicakliktaki ¢oktirme banyosuna sikimindan elde edilen

yapllara ait goéruntuler verilmigtir.
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Sekil 4.5. Cozlcu sisteminin fiber olusumuna etkisi. (a) PCL-kloroform ¢ozeltisi
ile 4°C’de etanol ¢dktlirme banyosu. (b) PCL-aseton ¢ozeltisi ile 4°C’de etanol

¢cOkturme banyosu.

Kloroformun asetona oranla daha az uguculuga sahip olmasi, ¢ozelti goktirme
banyosuna sikildiginda kloroformun zor uzaklasmasina sebep olmus dolayisi ile
polimer form kazanamadan ¢okmustir (Sekil 4.5.a,b). Aseton ¢dzlicu sistemi ile
hazirlanan PCL80kDa-15 ¢ozeltisi ayni kosullardaki ¢oktirme banyosuna
sikildiginda ise fiber form kazanimi saglanmis ancak ¢oktirme banyosunun
yeterince sodjuk olmamasindan dolay birbirine yapisik fiberler elde edilmistir.
Bu yluzden ¢6zicu sistem olarak aseton tercih edilmistir. Coktliirme banyosunun

sicakhgi Uzerinde optimizasyon c¢aligmalari yaratalmustar.

4.1.3. Goktiirme Banyosu Sicakligi Optimizasyonu

Sekil 4.6.da ¢oktirme banyosunun 24 °C, 4 °C ve -18 °C sicakliklarda

olusunun fiberlerin eldesine etkisi gosterilmigtir.

Sekil 4.6. Coktirme banyosu sicakhginin fiber olusumuna etkisi. (a) 24 °C (b) 4
°C (c)-18 °C.

24 °C ve 4 °C’deki etanol sicakhginda, PCL80kDa-20-aseton ¢ozeltisi ile fiber

uretimi denendiginde polimerin yeterince hizli katilagsmadigdi, bu neticede $ekil
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4.6.a-b’de goruldigu gibi, kati blyuk pargalar ve i¢c ice yapisik fiberlerin
olustugu gozlenmistir. -18 °C’ye sogutularak hazirlanan ¢oktirme banyosuna
PCL80kDa-20-aseton ¢Ozeltisi sikilmasi ile fiberlerin birbirine yapismadan
cokmesi saglanmistir (Sekil.4.6.c). Islak egirme teknigi ile fiber Gretiminde, iyi
¢ozucu icerisinde tamamen ¢ozunerek olusturulan viskoz ¢ozelti belirli captaki
uctan sikilarak akigkan filaman formda ¢oktirme banyosuna aktariilmaktadir. Bu
islem esnasinda, olusan akiskan filamandan ¢oktirme banyosuna ve ¢oktirme
banyosundan filamana iki yonlu difuzyon hareketi gerceklegir. Bu neticede
polimer form kazanarak katilagir. Katilagsma isleminin saglanmasinda gerekli
olan diflzyonun gergceklesmesinde, c¢oktirme banyosu sicakligi etkili rol
oynamaktadir [73,74].

4.1.4. Polimer Derigim Optimizasyonu

Sekil 4.7.'de, besleme c¢ozeltisi konsantrasyonunun homojen fiber Uretimine

etkisi gosterilmistir.

Sekil 4.7. Besleme ¢dzeltisi polimer derigiminin fiber Uretimine etkisi. (a)
PCL80kDa-10 (b) PCL80kDa-15 (c) PCL80kDa-20.

Farkli polimer derisimlerinde PCL-Aseton ¢ozeltileri PCL80kDa-10, PCL80kDa-
15 ve PCL80kDa-20 icin fiziksel butinlukte fiber Gretim verimlilikleri
incelenmigtir. %10 (w/v) derigsime sahip PCL80kDa-10 ¢odzelti yogunlugunun
yeterli olmamasi sebebi ile ¢oktirme banyosunun donugu esnasinda kopmalar
meydana gelmis, bitin fiber olusumu saglanamamistir. %15 (w/v) derisime
sahip PCL80kDa-15 ile ¢oktirme banyosunun 35 rpm ddnus hizinda, yuksek
verimde tek parga fiber dretimi kolaylikla saglanmistir. %20 derisimde
PCL80kDa-20 ile ¢oktirme banyosunun 50 rpm donus hizinda tek parga fiber
uretimi yUksek verimde gergeklestiriimistir. Cozelti derisimi arttikga, ¢dzeltinin
enjektdr araciligi ile goktirme banyosuna enjeksiyonu zorlasmistir (Sekil 4.7.).
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4.1.5. Kompozit Fiberlerde Gumuis Nanotel Miktari Optimizasyonu

Sekil 4.8."de, PCL80kDa-15 kompozisyonuna, farkli derisimde AgNT eklenerek
hazirlanan besleme c¢oOzeltisinin -18 °C sicaklida sogutulmus ¢oktlirme

banyosuna sikilmasiyla elde edilen fiberlerin gértntileri sunulmustur.

Sekil 4.8. PCL80kDa-20 ¢ozeltisinde, polimere oranla AgNT derigiminin artmasi
ile fiber Uretiminde gerceklesen degdisim. (a) %0 (w/w) AgNT, (b) %0.5 (w/w)
AgNT, (c) %2 (w/w) AgNT ve (d) %5 (w/w) AgNT.

PCL80kDa-20 ¢ozeltisinde, PCL miktarina oranla %2 (w/w) AgNT eklenmesi
homojen, yuksek verimli fiber eldesi ic¢in ulasilabilir en ylksek AgNT
konsantrasyonu olarak saptanmistir (Sekil 4.8.c). Besleme ¢dzeltisinde AgNT
konsantrasyonu arttikca ¢ozelti viskozitesi azalmis bu da fiziksel buttnlikte tek
parca fiber dretimini olumsuz yodnde etkilemigtir (Sekil 4.8.d). Besleme
cozeltisindeki AgNT derigimi arttikga fiberlerde gozle gorulur bir renk degisimi
meydana gelmistir (Sekil 4.8.).

Sekil 4.9.’da ¢bdzicu dékim yoéntemi ile hazirlanan filmlerde, AgNT derigimi

arttikca meydana gelen renk degisimi gosterilmistir.

i

Sekil 4.9. Farkli AgNT derisimlerinde hazirlanan PCL filmlere ait gortntu. (a)

%0 (w/w) AgNT, (b) %0.5 (w/w) AgNT, (c) %1 (w/w) AgNT , ve (d) %2 (w/w)
AgNT.

45



Sekil 4.10.’da gercgeklestirilen optimizasyonlar sonucunda nihai olarak

hazirlanmis olan PCL ve PCL-AgNT kompozit fiberlere ait gorintiler verilmistir.

Sekil 4.10. PCL ve PCL-AgNT kompozit fiberlerin yatay ve dikey goruntileri. (a,
b) PCL80kDa-20, (c, d) PCL80kDa-20-AgNT-2

Elde edilen bu bulgular sonucunda optimize edilen uretim kosullarinin:

» PCL Mn degerinin 80 kDa olmasi,

> lyi gbziicu sistemi olarak asetonun kullaniimasi,

» Coktirme banyosunun -18 °C’ye sogutulmus etanol olmasi,

» Coktirme banyosunun 50 rpm’de dongusel harekete sahip olmasi,

» Besleme ¢ozeltisinde PCL/Aseton derisiminin %20 (w/v) PCL ve AgNT-
PCL derigiminin %2 (w/w) AgNT olmasi seklinde saptanmigtir.

Cizelge 4.1.’de optimize edilmis kosullarinda gercgeklestiriimis fiber Uretim
verimliligi ve derigim degerleri verilmigtir. Optimize edilen bu parametreler ile
tezin hedefine uygun olarak yuksek verimde tek parca fiziksel butlnlukte

fiberlerin Uretimi saglanmistir.
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Cizelge 4.1. Numune adi, kompozisyon derisimi ve Uretim verimi degerleri.

Numune Adi Kompozisyon Fiber Uretim Verimi
PCL %20 (w/v) PCL %90
PCL-AgNT %2 (w/w) AgNT %85

Tezin bu bodlumden sonra numune adi olarak Cizelge 4.1.’de belirtilen

adlandirmalar kullaniimistir.

4.2. Gumusg Nanotellerin Karakterizasyon Bulgulari

Sentez sonrasi AgNT’lere ait SEM analizi goruntlleri ve ¢ap boy dagilimlari
Sekil 4.11.'de verilmigtir.

Dagilim %

3135 3640 4145 46.50 5155 56-60 61-65 66-70 510 10-15 15.20 2025 25.30
AgNT Cap (nm) AgNT Uzunluk (pm)

Sekil 4.11. AgQNT SEM goruntuleri ve ¢cap- boy yuzde dagilimlari. (a) 40000
bayutme, (b) 300000 buylutme, (c, d) AgNT ¢ap - boy % dagilimi.

Literatire buluna AgNT sentez yontemleri igerisinde poliol yontemi ile sentez,
maliyet ve zaman acgisindan en verimli yontemdir [59]. Bu nedenle tez
kapsaminda hazirlanan AgNT’lerin sentezi iginde poliol yontemi kullaniimistir.
Sentez sonunda elde edilen AgNT lerin literatirdeki morfolojilere benzer oldugu

bulgusuna variimistir. Sekil 4.11.c, d ¢ap ve boy dagilimlarini géstermektedir.
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Bu dagilim 100 adet AgNT vyapisi icin ¢ap ve boy O&lgimleri alinarak
cikariimistir. AgNT’lerin gogunlukla 51-55 nm c¢ap degerlerinde ve uzunlugun

10-15 pm degerlerinde bulundugu saptanmistir.

4.3. iskelet Kas iskelelerinin Karakterizasyon Sonuglari
4.3.1. Morfolojik Ozellikler

PCL fiber ve AgNT katkili PCL fiberlerin ylzeylerine ait SEM goruntileri Sekil

4.12.’de sunulmustur.

5um

Sekil 4.12. Fiber ylzeylerinin SEM géruntileri (a) PCL fiber (b) %0.5 (w/w)
AgNT-PCL fiber yuzeyi. (c) %1 (w/w) AgNT-PCL fiber yuzeyi. (d) %2 (w/w)
AgNT-PCL fiber yuzeyi. Tum goruntiler x10.000 bayutme ile alinmisgtir.

Soguk ¢oktirme banyosunda 80 kDa PCL ile hazirlanan fiberlerin ylzey
morfolojileri, daha digstuk molekal agirhkh PCL (10 kDa, 60 kDa) ile
hazirlananlara gore farkhlik gostermistir. 80 kDa PCL ile hazirlanan fiberlerin
tum kompozisyonlari benzer polimer morfolojisine sahiptir, icerdikleri AgNT

miktarinin artmasi ile fiber ylzeylerinde AgNT’ler belirgin hale gelmistir. %0.5
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(w/w) AgNT-PCL fiber, %1 (w/w) AgNT-PCL fiber ylzeylerinde Ag varligi EDX
analizlerinde saptanamamistir. %1 (w/w) AgNT-PCL fibere ait SEM
goruntusunde polimer ylzeyi altina gomuk AgNT’ler gorulmektedir. %2 (w/w)
AgNT-PCL fiber yuzeyinde ¢ogunlukla birbirine paralel olarak yonlenmis AgNT
gorintileri elde edilmistir. %2 (w/w) AgNT-PCL fiber ile tez ¢galismasina devam
edilmistir ve tez icerisinde bu kompozisyon PCL-AgNT olarak adlandirilacaktir.
PCL-AgNT fibere ait SEM goruntisu, EDX analiz sonuglar Sekil 4.13.de
sunulmustur. Sekil 4.13.a incelendiginde PCL fiber yuzeyinde paralel yonlenmis
AgNT’ler gorulmektedir. AgQNT karakterizasyonu sonuglarinda elde edilen boy
degeri ile fiber yuzeyindeki AgNT’lerin edilen boy dederleri Dbirbirini

desteklemektedir.

1b

5.00 6.00 7.00 8.00 keVv

Sekil 4.13. %2 (w/w) AgNT-PCL fiber yuzeyi (a) SEM goruntisiu (x5000

blayttme) (b) EDX analizi sonucu.

AgNT varhiginin belirlendigi yuzeyden alinan EDX analiz sonucu da gumus
varligini gostermektedir (Sekil 4.13.b). AgNT’ler arasinda belirgin bir ag

olusumu goézlenmemistir.

4.3.2. Kimyasal Ozellikler

FTIR analizi ile PCL ve PCL-AgNT orneklerinin kimyasal yapilar analiz
edilmigtir. PCL ve PCL-AgNT filmlere ait FTIR spektrumlan Sekil 4.14.’de
verilmigtir. FTIR spektrumlardan elde edilen IR bandlar ve karsilik gelen
gerilme, titresim turleri Cizelge 4.2.de 6zetlenmigtir. PCL ve PCL-AgNT filmlere
ait FTIR spektrumlar incelendiginde, PCL’in kimyasal yapisini korudugu ve

karakteristik fonksiyonel gruplarina ait gerilmelerin bulundugu gérilmektedir.
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Sekil 4.14. PCL ve PCL-AgNT filmlere ait FTIR Spektrumlari.

Cizelge 4.2. PCL ve PCL-AgNT numunelerin FTIR spektrumlarindan elde

edilen bant konumlari ve literatardeki karsiliklari.

Numune Bant (cm?) Literatirdeki Bant (cm™) | Titresim TarG

PCL 2943 2949 [75] Vasm.ger. (CH2)
2865 2865 [75] Usim ger. (CH2)
1722 1727 [75] Vger. (C=0)
1467,1396,1365 1473,1397,1361 [76] Vger. (CH2)
1294 1293 [75] Vger. (C-C)
1240 1240 [75] Vasm. ger. (C-O-C)
1168 1170 [75] Usim. ger. (C-O-C)
730 730 [76] Vger. (C-C)

AgNT 2943 2974 [77] Vasm.ger. (CH2)
1577,1540 1630 [77] Vger. (C=0)

ger: Gerilme frekansi, asm: asimetrik, sim; simetrik

PCL filmine ait FTIR spektrumunda (Sekil 4.14.), 2943 ve 2949 cm dalga
boyunda CH2 simetrik ve asimetrik gerilimleri, 1722 cm-! karbonil (C=0) gligli
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bant gerilimleri kolaylikla ayirt edilebilmektedir. 1294 cm, 1168 cm™ ve 1240
cm konumlarindaki titresim bantlari PCL ana zincirindeki C-C ve C-O-C ester
gurubu karbonil gerilmesine aittir. 1294 cmY'deki glgli bant ile PCL kristalinite

derecesi hakkinda da bilgi vermektedir.

PCL-AgNT filme ait FTIR spektrumu incelendiginde, PVP’ye ait ana zincir
karakteristik gerilimi olan CHz asimetrik gerilimi 2943 cm*de PCL polimeri ile
ayni bantta st Uste gelmistir. PVP kaynakh 1577 ve 1540 cm-’'de C=0 gerilimi
gorulmektedir (Sekil 4.15.).

] ——PCL
] —— PCL-AGNT
x ]
E 4
qJ -
9 4
2 ]
[0)
O ]
S |
] 1577
1 1540
A T T T T T T T
1650 1600 1550 1500

Dalga Sayisi (cm™)
Sekil 4.15. PCL-AgNT, PVP kaynakli C=0 gerilimine ait FTIR spektrumlari.

PCL ve PCL-AgNT filmlere ait ayirt edici bantlar Cizelge 4.2.’de literaturde

mevcut olan referanslari ile birlikte verilmigtir.

4.3.3. Termal Ozellikler

PCL ve PCL-AgNT filmlerin termal bozunma davraniglari TGA ile incelenmistir.
AgNT’lerin yapiya katiimasinin PCL 1sil kararligina etkileri incelenmigtir. PCL

filmlere ait TGA termogrami Sekil 4.16.’da verilmistir.
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Sekil 4.16. PCL filmine ait TGA termogrami.

PCL’e ait TGA termogrami 1sil bozunmanin tek basamakta gerceklestigini
gOstermektedir. Isil bozunma 348 °C degerinde baslayip, 463 °C civarinda

sonlanmistir. 500 °C’de PCL filmin tamami bozunmustur.

TGA verileri es zaman 1s1 akigi verilerinin toplanmasiyla elde edilen DSC
termogrami  Sekil 4.17.de verilmistir. PCL filmine ait DSC termogrami
incelendiginde, PCL vyapisindaki kristal bdlgelerin birbiri Gzerinden aktidi
sicaklik olan erime sicakligi 61 °C olarak gozlenmistir. Isi akisinin 404 °C olarak

gosterdigi bozunma sicakhdi TGA verilerini dogrular niteliktedir [78].
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Sekil 4.17. PCL filmine ait DSC termogrami.

PCL-AgNT kompozit filme ait TGA termogrami Sekil 4.18.de verilmistir.
Termogram incelendiginde Isil bozunma tek basamakta gercgeklestigi
gorulmustar. Isil bozunma 340 °C degerinde baslayip, 470 °C civarinda sona
ermigtir. 500 °C’ye ulagildiginda PCL-AgNT kompozit filmin kuitlece

%99.67’sinin bozundugu gozlenmistir.
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Sekil 4.18. PCL-AgNT filmine ait TGA termogrami.
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Sekil 4.19. PCL-AgNT filmine ait DSC termogrami.

PCL-AgNT filmine ait DSC termogrami Sekil 4.19.°da verilmistir. PCL-AgNT
filminde erime sicakligi 67 °C, bozunma sicakligi 406 °C olarak kaydedilmigtir.
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PCL ve PCL-AgNT filmlerine ait termogramlar incelendiginde erime ve bozunma

sicakliklar Cizelge 4.3.’de karsilastiriimigtir.

Cizelge 4.3. DSC termogramlarindan elde edilen 1sil gegisler.

Numune Erime Sicakhg (Te) Bozunma Sicakhgi (Tp)
PCL 61 °C 403 °C
PCL-AgNT 67 °C 406 °C

Tum numuneler, uygulanan Kkosullar altinda benzer bozunma davranigi
sergilemiglerdir. PCL ve PCL-AgNT numunelere ait TGA termogramlarinda her
iki polimer malzemenin de 25 °C ve 37 °C’de agirlik kaybina ugramadiklari
gorulmustur. Malzemelerin oda ve vucut sicakhiginda 1sil bozunmaya
ugramamalari biyomedikal kullanimlarini desteklemektedir. PCL-AgNT filminde
erime sicakligindaki bu artis AgNT’de bulunan PVP’nin daha yuksek erime
viskozitesine (150°C) sahip olmasina baglanabilir. Baska bir bakis agisiyla bu
durum PCL’in kristalliginin AgNT varliginda daha da artti§i anlamina gelir. Bu
da PCL zincirlerinin segmental hareketini kisitlayan inorganik AgNT varhgiyla
aciklanabilir [79]. Ayrica kul kalinti agirligi, PCL film analizinde 6lgim sinirinin
altinda iken, PCL-AgNT filmde %0.33 degerinde elde edilmigtir. Bu da inorganik

gumus kalintinin varligina isaret etmektedir.

4.3.4. Biyobozunma Davraniglari

In vitro biyobozunma c¢alismalari ile film ve fiber formda hazirlana numunelerin
zamana bagh agirhk kayiplari ve morfolojik degisikleri incelendi. Enzimatik ve
hidrolitik ortamlarda PCL ve PCL-AgNT film ve fiberlerde meydana gelen agirlik
kayiplarn Sekil 4.20.’de verilmigtir. PBS ortaminda 21 gunlik inkibasyondan
sonra PCL ve PCL-AgNT film ve fiberlerin agirliklarinda anlamh bir fark
g6zlenmemigtir. Diger yandan enzimatik bozunmanin 7. gtininde PCL fiberlerin
%73.6’s1 PCL film numunelerin %38.3'U ve PCL-AgNT fiberlerin %81.4'4 PCL-
AgNT film numunelerin %61.7’si bozunmadan kalmistir. Bozunmanin 14.
gununde PCL fiberlerin %47.4’G PCL film numunelerin %16.7’si ve PCL-AgNT
fiberlerin %51.4’G PCL-AgNT film numunelerin %31.7’si bozunmadan kalmistir.
21 gunlik inkibasyon sonrasinda PCL fiberlerin yaklasik %17’si, PCL-AgNT
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fiberlerin %23’04, PCL film numunelerin %8’i ve PCL-AgNT film numunelerin

%18’i bozunmadan kalmistir.
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Sekil 4.20. Film ve Fiber numunelerin, PBS ve PBS-Lipaz ¢ozeltisi

ortamlarindaki bozunma profilleri. (a) Film numuneler, (b) Fiber numuneler.

PCL hidrofobik kristalin bir polimerdir ve hem in vitro hem de in vivo kosullarda
enzim yoklugunda ¢ok yavas bozunma profili gdstermektedir. Birgok calismada
PCL hidrolizinin lipaz ile katalize edilebilecegi gosterilmigstir [80,81]. Bu nedenle,
numunelerin  enzimatik bozunmasi, lipaz iceren PBS ortaminda
gerceklestiriimistir. Enzimatik degradasyonda, lipazin poliesterleri pargalama
Ozelligine badli olarak, PCL ve PCL-AgNT matrisleri icin daha hizli degradasyon
ve daha yuksek agirlik kaybi degeri gozlenmistir.

Sekil 4.20. incelendiginde, enzimatik ortamda PCL ve PCL-AgNT numuneleri
benzer bozunma profilleri olusturmuslardir. Fiber numunelerin film numunelere
gore daha yavas bir bozunma davranisi sergiledigi gorulmustur. Fiberler
numunelerini film numunelere goére daha yuksek ylzey alana sahip olmasina
ragmen daha yavas bozunma profili gostermis olmasin sebebi, termoplastik
PCL polimerinin 1slak edirme islemi sonunda, -18 °C’deki kétl ¢dzlicu igerisinde
siki istiflenerek ¢okmesi ile daha kristalin bir yapi kazanmis olmasi olabilir.
Ayrica PCL makromolekuler yapisina AgNT’lerin dahil edilmesinin bozunma
suresi uzamas! Uzerinde etkisi oldugu sonucuna variimistir (Sekil 4.20.b.).
Bunun nedeni, AgNT katkili fiberlerin yalniz PCL fiberlere gbre daha yuksek
kristaliniteye sahip olmasi olabilir. Bu durum nano boyutlu dolgu ilavelerinde

oldukga sik karsilagilan bir durumdur [82]. Ek olarak, malzemelerin termal
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incelemelerinde PCL-AgNT numuneleri erime sicakhdi degerinin, PCL
numunelerinden daha yuksek degerlerde bulundugu gosterilmistir. Bu sonug da
PCL-AgNT orneklerinin kristalizasyonunun daha yuksek oldugunu destekler
niteliktedir (Cizelge 4.3.).

Morfolojik dedisiklikleri gdsteren bozulmus fiberlerin SEM gorintileri Sekil

4.21.’de sunulmustur.

Sekil 4.21. 21 glnluk PBS igerisinde lipaz varliginda bozunmadan sonraki SEM
gorantaleri. (a) PCL ve (b) PCL-AgNT. Her iki gorunti de x5000 ve x20000

yakinlagmalar ile alinmigtir.

PCL ve PCL-AgNT fiberlerin, 21 glnlik enzimatik ortamda bozunmasindan
sonra SEM gorantileri incelenmigtir. Buna gore PCL fiber ylzeyinin bozunma
sonrasi purlzli hale geldigi gorulmektedir (Sekil 4.21.a). PCL-AgNT fiber
yuzeylerinde ise daha fazla yuzey purizluligu meydana geldigi yer yer genis
g6zeneklerin olustugu goérllmustir. Ek olarak bozunma sonrasi AgNT’lerin

yogun bir sekilde ylizeyde bir araya geldikleri gérilmustir (Sekil 4.21.b).
4.3.5. Hucre Kilturii Cahigmalari Sonuglar ve Degerlendirme

PCL ve PCL-AgNT kompozitten olusan fiberler Uzerinde, farkl elektriksel
uyarim degerleri altinda ve uyarim yok iken, C2C12 fare myoblast iskelet kasi

hdcrelerinin gogalma performanslari ve morfolojileri incelenmistir.
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4.3.5.1. Alamar Mavisi Boyama ile Hiicre Canlihigi Tayini Sonuglari

Elektriksel uyarim altinda ve elektriksel uyarim uygulanmaz iken, tek yonlu
hizalanmis PCL ve PCL-AgNT fiberlerin yuzeylerindeki canli hlcre sayisinin
belirlenmesi amaciyla, hucre kultira galismasinin 1. ve 7. gunlerinde kantitatif
sonug¢ veren Alamar mavisi hucre canlih@l testi uygulanmistir.  Sekil 4.22.de
elektriksel uyarim olmaksizin C2C12 hucreleri ekilmis, PCL ve PCL-AgNT fiber
iskelelere uygulanan Alamar mavisi hicre canlihgi testi ile 1. ve 7. gunler igin

alinan sonuglar gosterilmistir.

Hiicre Canhhigi Test Sonuclari
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Sekil 4.22. Elektriksel uyarim olmaksizin, fiber iskeleler ylizeyindeki canh hlcre

sayisinin, Alamar mavisi hucre canlihgi testi ile belirlenmesi (*P < 0.05).

Elektriksel uyarim bulunmadan gerceklestirilen deneylerde, 1. gun sonunda
PCL ve PCL-AgNT fiberler Uzerine baslangicta ekilen 100.000 hicrenin
yaklasik %50’si canlihgini korumus ve c¢ogalmaya devam etmiglerdir (Sekil
4.22.). 7. gunun sonunda PCL-AgNT kompozit fiberler yuzeyinde PCL fiberler
yuzeyindekilere gore istatiksel anlamh farkhlik gosterecek kadar fazla sayida

hidcre ¢cogalmistir.

Sekil 4.23.’de elektriksel uyarimin gergeklestirildigi C2C12 hucreleri ekilmis,
PCL ve PCL-AgNT fiber iskelelere uygulanan alamar mavisi hiicre canlilgi testi

1. ve 7. gun i¢in alinan sonuglar verilmistir.
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Hiicre Canliigi Test Sonuglari
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Sekil 4.23. Elektriksel uyarim altinda, fiber iskeleler yizeyindeki canli hiicre

sayisinin, Alamar mavisi hicre canlihgi testi ile belilenmesi (*P < 0.05).

Iki farkh gerilim degeri altinda gergeklestirilen, elektriksel uyarim galismalarinda
1. gin sonunda PCL ve PCL-AgNT fiberler Gzerine ekilen yaklasik 100.000
hicrenin yaklasik %50’si canliigini korumus ve ¢odalmaya devam etmiglerdir
(Sekil 4.23.). 7. gunun sonunda, her iki uyarim gerilimi degeri igin PCL-AgNT
kompozit fiber iskeleler yuzeyinde daha fazla sayida hicre g¢ogalmis ve

canhligini sGrdarmustar.

PCL ve PCL-AgNT iskele gruplarina farkli gerilim degerlerinde elektriksel
uyarimin uygulanmasinin htcre canliigina etkisi incelenmistir. Elektriksel
uyarim gerilim degerleri 1.5 V ile 3 V degerleri kiyaslandiginda, 1.5 V uyarimin
verildigi her iki fiber iskele grubunda da istatistiksel olarak anlamli fark olusacak

degerlerde daha fazla hiicrenin gogaldigini gézlenmistir.
4.3.5.2. Canh-Olii Boyama, Konfokal Mikroskop Goériintiileri

Sekil 4.24.’de herhangi elektriksel uyarim gerceklestiriimemis, PCL ve PCL-
AgNT fiber iskelelerden hicre kultirandn 7. gununde alinan konfokal mikroskop

goruantuleri verilmistir.
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Sekil 4.24 Elektriksel uyarim olmadan PCL ve PCL-AgNT fiberlerden alinan
konfokal mikroskop goruntileri. (a) PCL 5x buayutme (b), PCL 10x blyutme, (c)
PCL-AgNT 5x buylatme ve (d) PCL-AgNT 10x buyutme. (7. Gin, canli hicreler

yesil renk ile belirlenmektedir.)

Hucre ekimi sonrasi elektriksel uyarimin gercgeklestiriimedigi, tek yonlu
hizalanmis PCL ve PCL-AgNT kompozit fiberler 7. gin sonunda canh-6lu
boyamasi yapilarak C2C12 fare myoblast hicrelerindeki canhlik ve farklilagsma
incelenmigtir (Sekil 4.24.). Buna gore PCL ve PCL-AgNT gruplarinin her ikisinde
de hucrelerin canliliklarini koruduklari ve c¢ogaldiklari gozlenmistir. Bu sonug

Alamar mavisi sonuglari ile benzer niteliktedir.

Tek yonlU hizalanmig PCL ve PCL-AgNT fiber iskelelere, hicre kaltirinin son
4 gunudnde, gunluk 5 dakika sureyle 3V gerilim, 1 Hz frekans, 1 ms sinyal
genigligi parametrelerinde elektriksel uyarim uygulanmigtir. 7. gin sonunda
iskelelerden, canli-6li boyama yapilarak alinan konfokal mikroskop goérintuleri

Sekil 4.25.’de sunulmustur.
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Sekil 4.25. Elektriksel uyarimin; 3V gerilim, 1 Hz frekans ve 1 ms sinyal
genisligi degerlerinde uygulanmasiyla PCL ve PCL-AgNT fiberlerden alinan
konfokal mikroskop goruntileri. (a) PCL 5x buayutme, (b) PCL 10x blyutme, (c)
PCL-AgNT 5x buylutme ve (d) PCL-AgNT 10x buyutme. (7. GUn, canli hicreler

yesil renk ile belirlenmektedir.)

Konfokal mikroskop goéruntileri incelendiginde, PCL ve PCL-AgNT gruplarinin
her ikisinde de hucrelerin canliliklarini koruduklari ve ¢ogaldiklari gozlenmistir.
3V gerilimin uygulandigi her iki grup kendi icerisinde karsilagtirilacak olursa,
PCL-AgNT kompozit fiberlerden olusan iskele ylzeyinde daha fazla hucre
cogaldigr goruntulerde gorulmektedir (Sekil 4.25.a-d). Bu sonug Alamar mauvisi

sonuglarini destekler niteliktedir.

Sekil 4.26.’de 1.5 V gerilim degerinde elektriksel uyarim gerceklestiriimis, PCL
ve PCL-AgNT fiber iskele gruplarindan alinan konfokal mikroskop goruntuleri

verilmistir.
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Sekil 4.26. Elektriksel uyarimin; 1.5V gerilim, 1 Hz frekans ve 1 ms sinyal
genisligi degerlerinde uygulanmasiyla PCL ve PCL-AgNT fiberlerden alinan
konfokal mikroskop goruntuleri. (a) PCL 5x bayutme, (b) PCL 10x buyutme, (c)
PCL-AgNT 5x blyttme ve (d) PCL-AgNT 10x buyutme. (7. Gun, canli hicreler

yesil renk ile belirlenmektedir.)

1.5V elektriksel uyarim gerceklestirilen, birbirine hizali PCL ve PCL-AgNT
kompozit fiberlere, 7. gin sonunda canli-0l0 boyamasi yapilarak hucrelerdeki
farkhlasma ve canhlik incelenmistir (Sekil 4.26.). Buna goére PCL ve PCL-AgNT
gruplarinin her ikisinde de hucrelerin canhliklarini koruduklari ve ¢ogaldiklari
gOzlenmigtir. 1.5V gerilimin uygulandigr her iki grup kendi icerisinde
kargilastinldiginda, PCL-AgNT kompozit fiberlerden olusan iskele yuzeyinde
¢ok daha fazla hicre gogdaldigr goéruntilerde goértulmektedir (Sekil 4.26.a-d). Bu
sonu¢ Alamar mavisi sonuglarini destekler niteliktedir.

Alamar mavisi hucre canlihgdi testi sonuglari géz 6nunde bulundurularak, canl-
0lu boyamasi ile fiber iskelelerin ylzeylerinden alinan konfokal mikroskop

goruntuleri  kargilagtinimistir. Buna gore elektriksel uyarimin uygulanip
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uygulanmamasi durumu fark etmeksizin PCL-AgNT kompozit fiberlerde, PCL
fiberlere gore daha fazla hicre ¢ogaldigi gézlenmistir. 1.5 V ve 3 V gerilim
degerlerinde elektriksel uyarimin gergeklestirildigi gruplar birbirleri arasinda
karsilastinldiginda, 1.5 V gerilim degerinde elektriksel uyarimin hucrelerin

cogalmasinda ve farklilagsmasinda daha etkili rol oynadigi gézlenmistir.
4.3.5.3. Hiicre Morfolojilerin SEM ile incelenmesi

Sekil 4.27-32’de PCL ve PCL-AgNT kompozit fiberlerin, herhangi bir yuzey
modifikasyonu olmaksizin, C2C12 fare myoblast hlcreleri ile etkilesimleri SEM

goruntuleri Uzerinden incelenmigtir.

Sekil 4.27. Elektriksel uyarim uygulanmadan, PCL-AgNT kompozit fiberler ile

gergeklestirilen 7 gunluk hicre kaltirt galismasi sonunda fiber ylzeyleri SEM

gorintaleri. (a) 5000x buyttme, (b) 2000x blayttme, (c) 1000x buyldtme. Ayni

fiberlerin farkh bolgesinden alinmis goéruntiler; (d) 5000x buylitme, (e) 2000x
bayutme ve (f) 1000x buyltme.
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Sekil 4.28. Elektriksel uyarim uygulanmadan, PCL fiberler ile gerceklestirilen 7

gunlik hicre kulturt cahigsmasi sonunda fiber yizeyleri SEM goérantileri. (a)
5000x blyutme, (b) 2000x buyitme ve (c) 1000x buyidtme.

uygulanmig PCL-AgNT kompozit fiber yuzeyleri SEM goruntuleri. (a) 5000x

bayutme, (b) 2000x blyutme, (c) 1000x buyitme. Ayni fiberlerin farkli
bdlgesinden alinmis goruntuler; (d) 5000x buyttme, (e) 2000x buylitme ve (f)
1000x buyutme.
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Sekil 4.30. Hicre kultlrd galismalari sonunda, 3V elektriksel uyarim

gercgeklestiriimig, PCL fiber ylzeyleri SEM goruntuleri. (a) 5000x biylatme, (b)
2000x buyutme ve (c) 1000x blyutme.

"~ Sekil 4.31. Hiicre kiiltirii calismalari sonunda, 1.5 V elektriksel uyarim
uygulanmig PCL-AgNT kompozit fiber yuzeyleri SEM goruntuleri. (a) 5000x
bayitme, (b) 2000x blyutme, (c) 1000x buyitme. Ayni fiberlerin farkli
bélgesinden alinmis goruntuler; (d) 5000x buyutme, (e) 2000x buylitme ve (f)

1000x buyutme.
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Sekil 4.32. Hicre kultlrl calismalari sonunda, 1.5 V elektriksel uyarim

gergeklestiriimis, PCL fiber yuzeyleri SEM gorantdleri. (a) 5000x bayutme, (b)
2000x bayutme ve (c) 1000x bayutme.

SEM goruntileri ile hacrelerin, PCL ve PCL-AgNT fiber yuzeylerindeki
yayllimlari incelenmistir. 7 glnlik hlcre kultird ¢alismalarinin sonunda genel
olarak tim fiber ylzeylerinin C2C12 hlcreleri ile kaplandigi gorulmektedir (Sekil
4.27-32.). liskeleler yizeyinde myotiip benzeri yapilarin fiber boyunca ve
birbirlerine paralel hizalanma saglayarak gelistikleri gézlenmistir. Elektriksel
uyarimin uygulanmadigi fiberler ylzeyinde, elektriksel uyarimin 1.5 V ve 3 V
degerlerinde uygulandigi yuzeylere gore daha az myotup yapisina benzer hicre
uzamasinin meydana geldigi gorulmektedir (Sekil 4.29-32.). Jekil 4.27 — 28,
Sekil 4.29 — 30 ve Sekil 4.31 — 32'deki PCL ve PCL-AgNT fiber yuzeyleri
birbirleri ile karsilastirildiginda, elektriksel uyarim uygulamasi fark etmeksizin
PCL-AgNT kompozit fiberlerin ylzeyinde daha fazla hicresel uzama oldugu
goralmagtar. 3 V (Sekil 4.29.) ve 1.5 V (Sekil 4.31.) gerilim degerlerine
elektriksel uyarimin gerceklestirildigi PCL-AgNT kompozit fiber gruplari birbirleri
arasinda karsilastiniimistir. Buna gore, 3 V de@erinde uygulanan uyarimda daha
kisa ve yer yer farkli yonlerde hicresel uzamanin olustugu goézlenmistir (Sekil
4.29.) 1.5 V gerilim degerinde uyarim verildiginde ise PCL-AgNT kompozit
fiberlerde sik ve birbirine paralel hizalanmis myottp benzeri yapilarin olustugu
gorilmustar (Sekil 4.31.).

Sekil 4.33."de PCL ve PCL-AgNT fiber iskelelerinden 0 V, 1.5 V ve 3V
elektriksel uyarim parametreleri igin hicre galismalarinin 7. gunande alinmig

konfokal ve SEM goruntuleri karsilastiriimali olarak verilmigtir.
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Sekil 4.33. PCL ve PCL-AgNT fiber iskeleler ylzeyinden, hlcre galismalarinin
7. gununde alinmig konfokal ve SEM goruntuleri. (Tum SEM goruntuleri x2000

blayutme ile alinmistir.)

iskelet kasi doku mihendisliginde, dogal kas dokusu yapisinin taklit
edilmesinde biyo-fiziksel ipuglari kullaniimaktadir. iskele topografyasi, anizotropi
gibi  biyo-fiziksel ipuglari hicresel hizalanma ve farklilasmada Onemli
diizenleyicilerdir. iskelet kasi dokusu oldukca hizali ve hiyerarsik olarak
organize bir dokudur. Etkili kas kasilmasi, birbirine paralel hizalanmig c¢ok
cekirdekli myotup demetlerinde bulunan aktin ve myosin glokoprotein
flamentlerin es zamanl olarak buzismesiyle olusur. Birbirine paralel olmayan,
rasgele yoénlenmis myoblast gelisimiyle etkili kasilma olusturulamamaktadir.
Myoblast hizalanmasi, myotup olusumu ve olgunlasmasinda 6nemli ilk adimdir.
Kas liflerini gevreleyen dogal ECM, temas rehberligi ipuglari saglayan oldukga

hizalanmis ve lifli mimariye sahip bir yapidir.

Literatirde myoblast hizalanmasinin saglanmasi amaciyla desenlenmig
yuzeyler, elektro-egirilmis fiberler ve hizalanmis gézenekler gibi farkli stratejiler
uygulanmigtir. Bu ¢aligmalara 6rnek olarak; Huang ve ark. poli(dimetiloksan)
(PDMS) ve poli(2-hidroksietil metakrilat) (P HEMA) nin mikro-desenlemesi ile
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birbirine paralel mikro oluklardan olusan polimer membranlari Uretmisler ve
daha sonra desenlemenin myoblast hicresel organizasyona ve ¢ogalmasina
etkisini incelemiglerdir. Bu calismayla desenlenmis her iki filmde de mikro
oluklarin yonu boyunca hiucre hizalanma ve c¢ogalma gergeklestirmis,
hizalanmis  myoblast olusturulmasinda uzamsal ipuglarinin  dnemini
gOstermiglerdir [83]. Aviss ve ark. elastomer PLGA’nin elektro-egiriimesiyle
yuksek oranda hizalanmis fiberler elde etmiglerdir. C2C12 hlcre hattiyla
yaptiklari ¢calismayla, fiberlerdeki hizalanma myoblast uzamasi ve hizalanmasi
icin temas rehberligi sagladigini gostermiglerdir [35]. Benzer sekilde Chen ve
ark. hdcreler icin topografik ve elektriksel ipuglari saglayabilen elektriksel olarak
iletken o6zellikte nanofiberler gelistirmislerdir. Bunun icin PCL ve PCL-PANI
karisimindan elektro-egirme teknigi ile yiksek oranda birbirine hizalanmis ve
hizalanmamis fiberler olusturdular. Sonug¢ olarak, hizalanmis nanofiberlerde
myoblast yonlenmesinin ve myotup olusumunun desteklendigi gosterilmistir. EkK
olarak elektriksel iletkenlige sahip hizal fiberlerde, iletkenlige sahip olmayan
hizali fiberlere gore daha fazla oranda hicre c¢ogalmasi ve myotup

olgunlasmasinin gergeklestigini gostermislerdir [40].

Literatlrde islak edirme teknidi ile hazirlanan fiberlerin myoblast ¢cogalmasina
ve myotlp farklilagsmasina etkisini gosterir az sayida ¢alisma bulunmamaktadir.
Gergeklestirdigimiz tez calismasinda, 1slak egirme teknigi ile hazirladigimiz PCL
ve PCL-AgNT mikro-fiberler ile myoblast gogalmasini ve myotip farkhlagsmasini
desteklemek icin yeterli topografik ve elektriksel ipuglari saglandigini gosterdik.
PCL-AgNT elektriksel iletkenligi, AgNT’lerin  birbirleri arasinda ag
olusturamamasi veya sinirli uzunluklarda bdlgesel ag olusturmasi sebebi ile
OlcUlebilir degerlerde saglanamamistir. Ancak bu duruma ragmen, hucre
calismalarinda PCL-AgNT kompozit fiberlerin, PCL fiberlere gdére myoblast
cogalmasi ve myotip olusumuna daha fazla olumlu etkisinin oldugu
gOsterilmigtir. Browe ve ark. elektro egirme teknigi ile fiber formda, saf PCL ve
farkh elektriksel iletkenlik degerlerine sahip PPy-PCL kopolimer Uzerinde
C2C12 myoblast hucrelerinin tutunma, ¢ogalma ve farklilagsma &zelliklerini
incelemiglerdir. Malzemedeki elektriksel iletkenlik degerinin hucrelere etkisini
incelemek amaciyla hazirladiklart farkli PPy derigsimlerindeki, PPy-PCL

fiberlerde, hicre galismalarinda anahtar etkisi bulunan ytzey sertligi degerini
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sabit tutmuslardir. Bu calismaya gére PPy-PCL kopolimeri ile hazirlanan
iskelelerde, saf PCL iskelelere gdére myoblastlarin tutunma, c¢ogalma ve
farkhlasmasi onemli Olgude artmistir. Ancak Olculebilir elektriksel iletkenlik
degerine sahip PPy-PCL ile belirgin bir elektriksel iletkenlik degerine sahip
olmayan PPy-PCL iskeleleri arasinda, hicre tutunmasi, c¢ogalmasi ve

farkhlasmasinda énemli dl¢ide fark gdzlememisglerdir.

Malzemelere topografik ve elektriksel ipuglarinin kazandirilmasinin yani sira
hicre kultura esnasinda belirli araliklarla elektriksel uyarim da verilmis ve bu
uyarimin myoblast c¢cogalmasi ve myotip benzeri yapiya farklilagsmasinda
onemli etkiye sahip oldugu gorilmustir. Islak egirme teknidi ile fiber Gretimi,
oldukca kolay optimize ve modifiye edilebilir olmasinin yaninda, elektro egirme
teknigi ile Uretilen fiberlere gore daha yuksek termal, mekanik dayanima ve

uretim verimliligine sahiptir.

Islak egirme tekniginin bir diger Ustun avantaji malzeme igerisine yuksek oranda
yuklemenin saglanabilmesidir. Ayrica kolay degistirilecek parametreler ile fiber
sertligi, yuzey morfolojisi degistirilebilmektedir. Bu 6zellikler ile ileri calismalarda
hicre ¢ogalmasi veya farklilagsmasini destekleyici molekdllerin fiber yapisina

katilabilmesini mimkun kilmaktadir.

4.4. Sulfatiyazol - AgNT Yiiklu Fiberlere ait Karakterizasyon Sonuglari

Sulfonamidler ilk sentetik antibakteriyel ajanlar arasindadir ve bakteriyel
enfeksiyonlarin etkin ve basarili bir sekilde tedavi edilmesinde uzun yillardan
beri kullanilmaktadir [84]. Ticari olarak bulunan sulfonamidler sulfadiyazin,
siilfatiyazol ve siilfametoksazoldir. ilaclarin metal kompleksleri olarak
uygulandiklarinda gelismis farmakolojik aktivitelere sahip olabilecedi iyi
bilinmektedir [85]. Bu gecis metalleri arasinda gimus iyonu (Ag*) antibakteriyel
Ozellikleri ile 6ne ¢ikar. Sonug¢ olarak, klinik olarak ilgili antibakteriyel ilaglarin
gumus komplekslerinin hazirlanmasi, antibakteriyel etkiyi arttirmak igin sik¢a
uygulanan bir yontemdir. GUmuUs sllfadiazin ($ekil 4.34.) yapisinda hem silfa
ilact hem de gumus iyonu igeren ticari bir ornektir [86].
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Sekil 4.34. GUmus sulfadiyazin kimyasal yapisi.

Antibakteriyel etken maddenin gumus iyonu kompleksi olusturarak
antibakteriyel etkinliginin arttirlmasi bilgisi ve mevcut ticari Grinden yola
cikarak, bu tez calismasinda da sulfonamid tlrevi olan sulfatiyazol, ST etken
maddenin gumus nanoteller ile kompleks olusturarak, antibakteriyel etkinligin
yuksek oldugu fiber formullasyon geligtiriimesi hipotezi kurulmustur.
Sulfonamidler arasinda sulfatiyazolin segilmesinin sebebi ise asetonda
tamamen  ¢Ozunebilir  olmasidir.  Antibakteriyel  6zellikte  fiberlerin
hazirlanmasinda 80 kDa molekll agriiga sahip PCL yapisina agirhk¢a %10
oranda ST eklenerek PCL-ST fiberler elde edilmigtir. ST-AgNT kompleksini
iceren PCL-ST-AgNT fiberleri agirlikca %2 AgNT ve %10 ST icermektedir.
AgNT varhiginin, fiberlerin antibakteriyel 6zelliklerine etkisini incelemek igin
agirhkga %2 AgNT iceren PCL-AgNT fiberlerde yapilan ¢alismalarla eklenmistir.
Ek olarak film formulasyonlari da hazirlanarak fiberlerin antibakteriyel
etkinlikteki durumu incelenmistir. Bu kapsamda DIED ile hazirlanan PCL-ST ve
PCL-ST-AgNT fiberlere ait goruntiler Sekil 4.35.’de sunulmustur.
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Sekil 4.35. PCL-ST ve PCL-ST-AgNT kompozit fiberlerin yatay ve dikey
goruntuleri. (a, b) PCL-ST, (c, d) PCL-ST-AgNT.

Sekil 4.35."den de gorulebilecedi gibi DIED ile homojen, tek pargca ve oldukga
yuksek hacimde PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiberler elde edilmistir. Cizelge

4.4°de fiber kompozisyonu ve DIED

sunulmustur.

ile Uretim verimine ait degerler

Cizelge 4.4. Numune adi, kompozisyon derigimi ve Uretim verimi degerleri.

Ornek Adi Kompozisyon Uretim Verimi
PCL-ST %10 (w/w) ST %85
PCL-ST-AgNT %10 ST (Wiw), %2 (Wiw) AgNT | %70

Bu kapsamda hazirlanan formulasyonlara ait karakterizasyon bulgulari ve yapi

Ozellik iligkisi igerisinde tartigilarak sunulmustur.
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4.4.1. Siilfatiyazol - AgNT Kompleksinin Kimyasal ve Morfolojik Ozellikleri

Etanol icerisinde daginik halde bulunan AgNT’lerin Uzerine, aseton igerisinde
tamamen ¢ozinmuis ST damlatilarak eklenmistir. Zamanla goézle goérulur bir
sekilde etanol ile AgNT-ST faz ayrimi olusturmus ve tekrar karigtirilsa dahi
homojen bir sekilde etanol icerisinde AgNT’ler dagiimamigtir. AgNT ve ST

eklenmis AgNT lerin etanol igerisindeki goruntuleri Sekil 4.36.’da sunulmustur.

Sekil 4.36. ST-AgNT kompleksi (a) Etanol icerisinde daginik halde bulunan
AgNT dispersiyonu ve (b) ST karistirildiktan sonra etanol ile olusan faz ayrimi

goruntaleri.

FTIR analizi ile AgNT-ST karigimindan elde edilen yapinin kimyasal analizi
gerceklestiriimistir. AgNT-ST vyapisina ve AgNT yapisinda bulunan PVP
polimerine ait kimyasal yapi gosterimleri ve FTIR spektrumu sirasiyla Sekil 4.38

ve Sekil 4.37.’de verilmigtir.
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Sekil 4.37. (a) Gumus ST ve (b) AgNT yapisinda bulunan PVP kimyasal yapisi

gosterimi.
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Sekil 4.38. AgNT-ST yapisina ait FTIR spektrumu.

Cizelge 4.5. AgNT-ST numunesinin FTIR spektrumundan elde edilen konumlar

ve literaturdeki karsiliklari.

Numune Konum Konum (literattr) Titresim Tard
ST 3347 3354 [64] v(N-H)

3282 3321 [64] v(N-H)

1568 1626 [64] (NH2)

1493 1497 [64] (C-N)

1321 1323 [64] vas(0=S=0)

1124 1140 [64] vsim(O=S=0)
PVP 2971 2923 [87] (CH2)

2890 2885 [87] (C-H)

1631 1650 [87] v(C=0))

1421 1460 [87] (C-H)

1255 1285 [87] (C-N)
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Sekil 4.39°da AgNT ve ST-AgNT SEM gorintileri verilmistir.

Sekil 4.39. (a) AgNT’lerden (x 40000 buylitme) ve (b), (c) AGNT-ST
karisimindan alinan SEM géruntuleri (x120000 buyutme).

Bolum 4.2'de gercgeklestirilen AgNT karakterizasyonlari sonucu AgNT’lerin ¢cap
degerlerinin ¢gogunluklar 51-55 nm degerinde oldugu ve 66-70 nm degerinden
daha buylk ¢ap degerine sahip AgQNT bulunmadigi gérilmustir. Sekil 4.39.'da
AgNT-ST karisimindan alinan SEM goruntusunde ise 85-100 nm araliginda
caplara sahip AgNT’lerin bulundugu gozlenmigtir. AGQNT’ler homojen bir sekilde
batanltklerini  koruyarak ST ile kaplandigi dustnulmektedir. Bu durum
antibakteriyel oOzellikleri arttirmanin yani sira gumus nanoteller igin buyuk
problem olan dogal korozyonu geciktirici 6zellik gosterebilir ve tellerin kullanim
omriini elektronik galismalarda arttirabilir. lletkenlik degerleri ve yiizey kimyasi

uzerine ileri calismalar yapilma potansiyeli mevcuttur.

4.4.2. Siilfatiyazol - AgNT Yiiklii Fiberlerin Morfolojik Ozellikleri

Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.’de sirasiyla PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiberlere ait

SEM goruntuleri verilmistir.
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Sekil 4.40. PCL-ST fiberlerin SEM gorintileri. Tek fiber icin, (a) 5000x
blyutme, (b) 2500x blyttme, (c) 1300x blylutme. Fiberler demeti igin, (d) 600x
blayutme, (c) 300x buyutme ve (d) 150x buyutme.

PCL-ST fiberlerine ait SEM goruntuleri incelendiginde, yuzeyinin Sekil 4.4.’de
SEM gorintisu verilen PCL ylzeyine benzer morfolojide oldugu goriimektedir.
SEM gorintilerinde blyutme azaldikga Sekil 4.40. (d) — (f), PCL-ST fiberlerin
homojen, catlaksiz ve batunluk icinde Uretildigi gortlmektedir. Bu durum PCL ve
ilag etken maddenin ortak ¢éziicli sorunun bulunmadigini gostermektedir. ilag
etken maddelerin ¢ozinme sorunun olmasi polimerler ile iglenebilirliklerini
azaltmaktadir. PCL-ST fiberlere ait SEM gorintileri Gzerinden (Sekil 4.41.),
fiberlerin ortalama caplari 285 £ 24 um olarak Olglulmustir. Ortalama fiber
caplari Cizelge 4.5.'de belirlenmistir. Sekil 4.40. ve Sekil 4.41.’de verilen SEM
gorintuleri karsilastirildiginda, PCL-ST-AgNT fiber yuzeylerinin PCL-ST fiber

yuzeylerine gore daha puruzlu bir yapida oldugu gortulmektedir.
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Sekil 4.41. PCL-ST-AgNT fiberlerin SEM goéruntileri. Tek fiber igin, (a) 5000x
blayutme, (b) 2500x buyutme, (c) 1300x buylutme. Fiber demeti igin, (d) 600x
blayutme, (c) 300x buyutme ve (d) 150x buyutme.

PCL-ST-AgNT fiberlere ait SEM gorintilerinde, ortalama ¢ap dederi 520 + 40
pm Olculmastir (Cizelge 4.6.). PCL-ST-AgNT fiberleri, PCL-ST fiberlerine goére
daha kalindir.

Cizelge 4.6. PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiber cap degerleri istatiksel analizi

Numune Fiber Capi (um)
PCL-ST 285 +25
PCL-ST-AgNT 520 +40

Veriler ortalama + standart sapma ile ifade edildi. (n=20)

PCL-ST-AgNT fiberin ylizeyinde PCL-ST’ye gore daha puruzlu oldugu ve cap
degerinin yaklasik iki kat fazla oldugu gortlmektedir. Polimer ¢ozeltisindeki katki
maddelerinin varligi, faz degisimi isleminin hem termodinamik hem de kinetigini

etkileyerek fiberlerin morfolojisini degistirmistir [88].
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4.4.3. Siilfatiyazol - AgNT Yiiklii Filmlerin Kimyasal Ozellikleri

Kimyasal karakterizasyonlara oncelikle kimyasal yapisi Sekil 4.42.’de verilen
sulfonamid grubu antibakteriyel ila¢ sulfatiyazolln analizi ile baglanmigtir. Sekil
4.43'de sdulfatiyazole ait FTIR spektrumu verilmigtir. ST ye ait IR bandlari
kimyasal yapiyr dogrulamaktadir. PCL-ST ve PCL-ST-AgNT kompozit filmlere
FTIR spektrumlari da Sekil 4.44.’da verilmistir. ST'nin FTIR spektrumunda 3347
ve 3317 cm? NH2 geriime modlari goérinirken, PCL-ST ve PCL-ST-AgNT
filmlerinde bu bantlar sirasiyla 3463, 3359 cm™ ve 3448, 3372 cmlde
g6zlenmigtir. Amino grubu, (H-N-H), agisal deformasyonu ST icin 1574 cm''de
PCL-ST igin 1631’de ve PCL-ST-AgNT igin 1640 cm'd e gozlenmistir. ST FTIR
spektrumunda gozlenen, sulfonil grubunun temel titresim modu olan, vsim.ger. (O
—S—0) ve vasmger. (0=S=0) siraslyla 1132 ve 1323 cm''de gozlenmistir.
ST'de go6zlenen sulfonil grubu temel titresim bantlarindan 1132 cm
konumundaki vsim.ger. (O=S=0) bandi PCL-ST ve PCL-ST-AgNT icin PCL’e ait
1170 cmY’de bulunan usim. ger. (C-O-C) bandi ile st Uste gelmistir. Diger 1323
cm¥de bulunan vasm.ger. (0=S=—0) gerilim bandi PCL-ST ve PCL-ST-AgNT
icin sirasiyla 1363 ve 1365 cmYde gbzlenmistir. PCL'e ait karakteristik
gerilmeler olan 2942 ve 2864 cm, vsim. & vasm. (CH2), 1722 cm vger. (C=0),
1170 cm™?  vsim. ger. (C-O-C) ve kristalin faz gerilimi vger. (C-C) belirgin bir sekilde
PCL-ST ve PCL-ST-AgNT ornekleri spektrumlarinda gozlenmisgtir.
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Sekil 4.42. ST molekul yapisi gosterimi.
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Sekil 4.43. ST ilag etken maddesine ait FTIR spektrumu.
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Sekil 4.44. PCL-ST ve PCL-ST-AgNT numunelere ait FTIR spektrumu.
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PCL-ST ve PCL-ST-AgNT filmlere ait ayirt edici bantlar Cizelge 4.6.de

literatlirde mevcut olan referanslari ile birlikte verilmistir.

Cizelge 4.7.

ST, PCL-ST

ve PCL-ST-AgNT

numunelerin

spektrumlarindan elde edilen bant konumlari ve literaturdeki karsiliklar

Numune Bant (cm™) Literatlirdeki Bant (cm™) | Titresim TUr
ST 3347 3354 [64] Lasm.ger. (NH2)
3317 3321 [64] Usim.ger. (NH2)
1574 1626 [64] vger. (H-N-H)
1323 1323 [64] Vasmger. (O=S=0)
1132 1140 [64] Vsimger. (O=S=0)
PCL-ST 3463 3409 [64] Vasm.ger. (NH2)
3359 3339 [64] Usim.ger. (NH2)
2942,2864 2949, 2865 [75] Usim. & Vasm. (CH2)
1722 1727 [75] Vger. (C=0)
1631 1636 [64] Lger. (H-N-H)
1363 1323 [64] Vasmger. (O—=S=—0)
1290 1293 [75] Vger. (C-C)
1170 1170 [75] Usim. ger. (C-O-C)
PCL-ST-AgNT | 3448,3372 3409,3339 [64] Vasm. & Lsim (NH2)
2942,2865 2949, 2865 [75] Usim. & Lasm. (CH2)
1722 1727 [75] Lger. (C=0)
1640 1636 [64] Lger. (H-N-H)
1567,1533 1630 [77] Vger. (C=0)
1365 1323 [64] Vasmger. (0=S=0)
1294 1293 [75] Vger. (C-C)
1170 1170 [75] Usim. ger. (C-O-C)
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4.4.4. Siilfatiyazol - AgNT Yiiklii Filmlerin Termal Ozellikleri

Etken maddesi toz ST'ye ait TGA termogrami Sekil 4.45.°de verilmigtir. TGA
termogrami incelendiginde 2 basamakli termal bozunma profili gézlenmistir. Isil
bozunmanin birinci basamaginda ST bozunmasi, yaklasik 230 °C baslayip 290
°C’da sona ermigtir. Isil bozunmanin ikinci basamagi yaklasik 305 °C baslayip
396 °C’de sona ermistir. 500 °C’de ST tozun kutlece %82.7’si bozunmustur.
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Sekil 4.45. ST ilag etken maddesine ait TGA termogrami.

TGA verileri ile es zaman 1s1 akigi verilerinin toplanmasiyla elde edilen DSC
grafigi Sekil 4.46.’de verilmistir. ST'ye ait DSC termogrami incelendiginde, 166

°C de kati-kati polimorfizm gecisi, 203 °C’de ise erime sicakhdi goézlenmistir
[89].
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Sekil 4.46. ST ilag etken maddesine ait DSC termogrami.

PCL-ST filmine ait TGA termogrami Sekil 4.47.’da verilmigtir. TGA termogrami
incelendiginde 2 basamakli bozunma profili gdézlenmistir. Isil bozunmanin birinci
basamaginda ST bozunmasi, 247 - 293 °C arasinda gergeklesmistir. Isil
bozunmanin ikinci basamaginda PCL’e ait bozunma 336 °C’de baslayip 442
°C’de sona ermistir. 500 °C’de PCL-ST filmin kutlece % 99.6’s1 bozunmustur.

TGA verileri ile es zaman 1s1 akigi verilerinin toplanmasiyla elde edilen DSC
grafigi Sekil 4.48.de verilmistir. PCL-ST filmine ait DSC termogrami
incelendiginde erime sicakhgi 64.5 °C olarak gozlenmigtir. PCL filmi icin erime
noktasi degeri Sekil 4.17.’de verilen DSC termogrami Uzerinden 61 °C olarak
tespit edilmistir. PCL-ST ve PCL filmler arasinda 3.5 °C sicaklk farki
gorulmektedir. Bu durum, ilacin polimer yapisina katilmasinin, erime noktasini

arttirdigina isaret etmektedir.
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Sekil 4.47. PCL-ST filmine ait TGA termogrami.

15
— PCL-ST
10 +
1 TEkzotermik
5 -
0 -
T=64,5°C
-5 T T T T T T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Sicaklik (°C)

Sekil 4.48. PCL-ST filmine ait DSC termogrami.
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PCL-ST-AgNT filmine ait TGA termogrami $ekil 4.49.°de verilmistir. TGA
termogrami incelendiginde 2 basamakli bozunma profili goézlenmigtir. Isil
bozunmanin birinci basamaginda ST bozunmasi, yaklasik 297 °C’de baslayip
308 °C’de sona erdigi gozlenmistir. Isil bozunmanin ikinci basamaginda PCL’e
ait bozunma 346 °C’de baslayip 443 °C’de sona ermigtir. 500 °C’'de PCL-ST-
AgNT filmin kitlece % 99.7‘si bozunmustur.
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Sekil 4.49. PCL-ST-AgNT filmine ait TGA termogrami.

TGA verileri ile es zaman 1s1 akigi verilerinin toplanmasiyla elde edilen DSC
grafigi Sekil 4.50."de verilmigtir. PCL-ST-AgNT filmine ait DSC termogrami

incelendiginde erime sicakligi 67 °C olarak gozlenmisgtir.
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Sekil 4.50. PCL-ST-AgNT filmine ait DSC termogrami.

Bir dnceki bolimde incelenen PCL igin erime sicakhgi 61 °C (Sekil 4.17.), PCL-
ST igin 64 °C ve PCL-ST-AgNT icin 67 °C olarak saptanmistir. AgNT icerigine
sahip kompozisyonlarin PCL’e gére daha ylksek erime sicakligina sahip
oldugu, tezin iskelet kasi iskelesi karakterizasyon c¢alismalarinda da

gOzlenmigtir.

Agirlikca %10 derisimde ST iceren PCL-ST ve PCL-ST-AgNT numunelerine ait
DSC termogramlari incelendiginde, PCL’e ait endotermik erime gegisi
go6zlenirken, ST’ye ait erime piki saptanamamistir. Bunun polimer icerisindeki
ST miktarinin disuk miktarda olmasindan ve sogutma sistemi mevcut olmayan
termal analiz cihazindan kaynaklandi§i disulmektedir. Literatlirde Zue ve ark.
PCL-Jelatin hibrit fiberler icerisine farkli derisimlerde metronidazol antibiyotik
ilac etken maddesi katmis ve DSC ile termal 6zelliklerini incelemislerdir. Bu
calismaya gore metronidazol miktarinin polimere gore agirlikgca %20 ve altinda
kaldigi1 degerlerde ilag etken maddeye ait erime piki gozlenmemistir. Ancak %30
ve Ustundeki metronidazol miktarina sahip Orneklerde ilagin kristal yapisini

gOsteren erime pikini gézlemlenmistir [90].
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DIED ile PCL-ST fiber uretiminden yaklasik 1 ay sonrasinda, morfolojik

degisimlerin incelenmesi amaciyla SEM analizi gergeklestirilmistir (Sekil 4.51)

Sekil 4.51. PCL-ST fiber yuzeyinden alinan SEM goéruntisi. (x5000 ve sekil igi
x40000 buyutme)

DIED ile PCL-ST fiber udretiminden 1 ay sonra alinan SEM goérintisi
incelendiginde ylzeyde kubik kristal formda ve genel olarak iyice kurumus
polimer ara yuzeyleri arasinda dagilmig yapilar goérilmektedir. Bu sonu¢ ST’nin
DSC termograminda erime piki gorilememis olsa da ST’nin polimer yapisina
katilmasi ve islak egirme iglemi sonrasinda kubik kristal yapisini korudugunu

gOstermisgtir.

4.4.5. Sulfatiyazol - AgNT Yiiklu Fiberlerin Biyobozunma Davraniglari

Fiberlerde, ilag etken maddesi ST’nin yapiya eklenmesiyle in vitro bozunma
calismalarinda meydana gelen degisiklikler incelenmistir. Enzimatik ortamda
zamana bagh olarak PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiberlerin de meydana gelen
agirlik kayiplari Sekil 4.52.de sunulmustur. Enzimatik ortamda 21 gunlik
inkibasyon sonrasinda PCL fiberlerin yaklasik %17’si, PCL-AgNT fiberlerin ise
yaklasik %23’0 bozunmadan kalirken, PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiberlerinde

16. gunden sonra tartim alinamamistir.
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Sekil 4.52. Fiber numunelerin lipaz varliginda PBS ¢ozeltisi ortamlarindaki

biyobozunma profilleri.

Biyobozunma morfolojilerini incelemek amaci ile $Sekil 4.53.’de 16 gunlik
enzimatik bozunma periyodu sonrasinda PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiberlere ait

SEM goruntuleri sunulmustur.
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Sekil 4.53. Fiberlerin, 16 gun PBS igerisinde lipaz varliginda bozunmalari
sonrasindaki SEM goruntuleri. (a) PCL-ST ve (b) PCL-ST-AgNT (Goruntuler
x2500 ve goruntu igi x20000 buayutme ile ahinmigtir.)

PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiberlerin, 21 glnlik enzimatik ortamda
bozunmasinin ardindan SEM gérUntleri incelenmigstir. Buna gore PCL-ST fiber
yuzeyinin ylzey erozyonu tipi biyobozuma sonrasi oldukga puruzli hale geldigi
gorilmektedir (Sekil 4.53.a). Yuzey erozyonu tipi biyobozuma ilag tasiyici
sistemler igin istenen bir 6zelliktir ve polimer matriksinden ilag salimi polimerin
bozunma hizi ile kontrol edilir. PCL-ST-AgNT fiber ytzeyleri PCL-ST ile
kargilastinldiginda, yuzeyde asinmanin daha fazla oldugu goérulmektedir. Sekil
4.53.b’de AgNT'lerin yuzeyde ¢ok belirgin oldugu, polimer matriksinden

ayrilmadigi ve fiberlerde yer yer genis gézeneklerin acildigi gorilmektedir.

4.4.6. Siilfatiyazol - AgNT Yukli Fiber ve Filmlerin Antibakteriyel
Etkinlikleri

4.4.6.1 Disk Difuzyon Testi Sonuglari

PCL-AgNT, PCL-ST ve PCL-ST-AgNT kompozit film ve fiberlerin antibakteriyel
etkinlikleri disk difuzyon metodu ile belirlenmistir. 4 farkh bakteri tarl igin
malzemelerin olusturduklari inhibisyon zonlari incelenerek malzemelerin
antibakteriyel etkinlikleri belirlenmigtir. Olusan inhibisyon zonlarina ait ¢ap
degerleri hassas bir sekilde Olculerek not edilmistir. Cizelge 4.7."de malzemenin
antibakteriyel aktivitesi, bakteri turine gore olusan inhibisyonu zon capi

uzerinden belirtilmistir.
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Cizelge 4.8. Disk diflizyon testi sonucunda malzemelerin belirli bakteri tlrleri

uzerinde olusturdugu inhibisyon zon c¢aplari.

Ornek Adi E. coli P. aeruginosa S. aureus MRSA ATCC
ATCC 25922 ATCC 27853 | ATCC 29213 43300 (mm)
(mm) (mm) (mm)
(B1) PCL Film - - - )

(B2) PCL Fiber - - - -

(B3) PCL-AgNT - - - -

Film

(B4) PCL-AgNT - - - -
Fiber

(B5) Kontrol ST 2.90 2.20 2.90 3.00
(B6) Kontrol AgNT - - - -
(B7) PCL-ST Film 1.10 - 1.10 1.30

(B8) PCL-ST Fiber - - - -

(B9) PCL-ST-AgNT 1.10 1.10 1.20 1.60
Film

(B10) PCL-ST- 1.80 1.00 1.80 1.85
AgNT Fiber

Disk difuzyon testler kontroli olarak fiber ve filmler icin kullanilan
konsantrasyonda 6 mm c¢apindaki steril kagit disklere emdiriimis stlfonamid
grubu etken madde silfatiyazol tim bakteri tlrlerinde antibakteriyel etki
gostermistir.  Sulfonamidler bakteriyel folik asit sentezi inhibitori olarak
etmektedir [84]. Sekil 4.54. sulfonamidlerin antibakteriyel etki mekanizmasini
gostermektedir. Bu reaksiyonda dihidropteroat sentaz (DHPS), dihidropteroik
asit olusturmak igin p-aminobenzoik asit (PABA) ile dihidropteroat difosfat
(DHPP) arasindaki reaksiyonu katalize eden bir enzimdir. Bu reaksiyon

bakteriyel folat sentez yolunda énemli bir adimdir (Sekil 4.54.) [91].
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COOH
Dihidropteroat

COOH
]/\ —OH + Q/ Sf\n,ltaz )t j/\
OH OH  py
D1h1dropteroat difosfat p-Aminobenzoik D1h1dropter01k asit
(DHPP) asit (PABA)  Gjjlfonamitler

Sekil 4.54. Silfonamidlerin antibakteriyel aktivite mekanizmasinin sematik

gosterimi.

Sulfonamidler, PABA'nin kimyasal yapisini taklit ederek DHPS'yi hedefler ve
enzimin PABA baglayici kismina baglanir (Sekil 4.55.). Bu folat biyosentezinin

sulfonamidler tarafindan kesilmesi, folik asit metabolizmasini inhibe eder,

bdylece bakteriyel buyime dnemli dlgide baskilanir [92].

Siilfatiyazol Sx
H /L\N

Sekil 4.55. Silftiyazolun antibakteriyel aktivite mekanizmasi.

Disk diflzyon testlerinde bekledigi tzere PCL film ve fiberlerde inhibisyon zonu
acilmasi olmamistir. Agrilikca %2 AgNT iceren komposit film ve fiberlerde 4
bakteri turl icin zon agilmasi, antibakteriyel etkinlik gdézlenmemistir. AQNT’in
PCL yapisina gomuli olmasi, duslik konsantrasyona bulunmasi ve PCL’in

bozumasi ile yizeyden temas ile Ag* salimi ile antibakteriyel etkinlik gosterecek
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olmasi ile bu durum aciklanabilmektedir. Pazos-Ortiz ve ark. PCL igerisine
goémulid farkli dozlarda Ag nano partikillerin  antibakteriyel aktivitesini
incelemiglerdir. Buna gore kompozit fiberlerin antimikrobiyal aktivitesinin doza
bagli olarak degistigini gostermiglerdir [93]. PCL-ST filmlerin inhibisyon zon
acilma cgaplar E. coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 29213 ve Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 igin sirasiyla 1.1 mm, 1.1 mm, ve
1.3 mm olarak olgulmustur. PCL-ST fiberinde ise zon galmasi gdézlenmemistir.
Antibakteriyel aktivite agisindan en etkin sonu¢ PCL-ST-AgNT film ve fiber
ornekler Uzerinden elde edilmigtir. Bu sonug tezin hipotezini dogrulamakta ve
PCL icerisinde AgNT varliginda sulfatiyazolun antibakteriyel etkinliginin arttigini
gostermektedir. PCL-ST-AgNT filmlerin zon agilma ¢aplari E. coli ATCC 25922,
P. aeruginosa ATCC 27853, S. aureus ATCC 29213 ve Metisiline direngli
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 43300 icin sirasiyla 1.1 mm, 1.1 mm,
1.2 mm, 1.6 mm olarak ve fiberler i¢in 1.80 mm, 1 mm, 1.80 mm, 1.85 mm
olarak oOlgulmustur. Bu bakteri tlrlerinde PCL-ST-AgNT fiberler ile elde edilen
inhibisyon zon acilmalari film 6rneklere gore fazladir. PCL-ST-AgNT fiberlerdeki
bu durum fiberlerin ylzey alanin filmlere gére daha fazla olmasindan

kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.56.’da disk diflzyon testinde numunelerin farkh bakteri turlerinde

olusturdugu inhibisyon zonlari gosterilmigtir.

Sekil 4.56. Disk Difuzyon testi sonucu drneklere ait inhibisyon zonlari. (a,b) E.
coli ATCC 25922, (c,d) S. aureus ATCC 29213, (e,f) MRSA ATCC 43300, (g,h)
P. aeruginosa ATCC 27853
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Sadece AgNT veya ST igerikli fiberlerin dogrudan antibakteriyel bir etkisi
olmadidi gorulmustir. Ancak B10 numunesinin, PCL’in ST-AgNT kompleksi ile
katkilanmasi ile antibakteriyel etkinlik belirgin bir 6lgide artmistir. Bu durum
PCL gibi ge¢ biyobozunmaya ugrayan termoplastik bir polimer varliginda ve

dusuk katki oranli kompozit sistemler icin onemli bir bulgudur.
4.4.6.2. Bakteriyel Tutunma Testi Sonuglari

Bu kisimda PCL-AgNT, PCL-ST, PCL-AgNT-ST ve kontrol grubu olarak PCL
fiberler disk diflzyon testi incelemelerine ileri ¢calisma olarak bakteriyel tutunma
testi ile bakteri-ylzey etkilesim sonuglari dederlendirilmistir. Tutunma deneyi
suresince bakteri iremesinin engellenmesi amaciyla ¢alismalar PBS ortaminda
yuruttlmastar. Tutunma suresi 4 saat olarak belirlenmistir. 4 saat medikal cihaz
enfeksiyonlarinda bakteri temasini belirleyici donem olarak kabul edilmektedir
[94]. Sekil 4.57.’de 4 saat sonunda fiber ylzeylerine tutunan S. aureus ve E.

coli canli bakteri sayilari verilmigtir.
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Sekil 4.57. Fiber gruplarinin ylzeylerine tutunan canh bakteri sayilari (*P<0.05).

Gram negatif bakteri grubu S.aureus ile yapilan c¢alismalarda ise en fazla
bakteri tutunmasi PCL-AgNT ylzeyinde gozlenmistir ve bu kompozisyonun S.

aureus tutunmasini engelleyici bir etkisinin olmadigi gézlenmistir. PCL-ST ve
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PCL-ST-AgNT fiber ylzeylerinde, kontrol grubu PCL ylzeyinde tutunan bakteri
sayisina gore anlamli fark olusturacak kadar az sayida bakteri tutunmustur
(Sekil 4.57.).

Gram pozitif bakteri grubu E. coli ile gergeklestirilen tutunma deneyinde, PCL-
ST-AgNT fiber ylzeylerinde diger tUm ylzeylere gore anlamli fark olusturacak
kadar az bakterinin tutundugu goézlenmistir (Sekil 4.57.). Bu sonug AgNT-ST
kompleksinin  etken  maddenin  antibakteriyel  etkinligini  arttirdigini
gostermektedir. PCL icerisinde %10 gibi dusuk miktarda AgNT-ST
katkilanmasinin fiberler ylzeylerinde Gram pozitif E. coli tutunmasini azalttigini
gOstermektedir. PCL-AgNT, PCL-ST fiberleri ylizeyinde de kontrol gurubu PCL
yuzeyine gore istatiksel olarak anlamli fark olusturacak kadar az sayida bakteri
tutundugu goérulmastiar. Her iki bakteri tara ile ilgili elde edilen sonuglar
karsilastinldiginda PCI-AgNT, PCI-ST ve PCI-ST-AgNT fiberlerinin gram negatif

bakterileri Gzerinde daha etkili sonuclar verdigi gozlenmisgtir.

Fiber yuzeylerinde 4 saat sonunda gerceklesen bakteri tutunmalart SEM ile
incelenmigtir. S. aureus ve E. coli bakterilerinin PCL, PCL-AgNT, PCL-ST ve
PCL-ST-AgNT fiber ylzeylerine tutunma sonugclari sirasiyla Sekil 4.58. ve Sekil
4.59.’da verilmistir.

93



PCL-AgNT PCL

PCL-ST

PCL-ST-AgNT

Sekil 4.58. PCL, PCL-AgNT, PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiber yuzeylerinde S.
aureus tutunmasi SEM goéruntaleri (Buyutme 20000x ve 10000x).
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PCL-AgNT PCL

PCL-ST

PCL-ST-AgNT

Sekil 4.59. PCL, PCL-AgNT,PCL-ST ve PCL-ST-AgNT fiber ylzeylerinde E.
coli tutunmasi SEM goéruntuleri (Bayutme 20000x ve 10000x).
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S. aureus bakteri grubu ile ylratulen tutunma cgalismalariyla elde edilen SEM
goérintlleri incelendiginde PCL, PCL-AgNT ve PCL-ST-AgNT fiberlerin
yuzeylerine tutunan tum bakterilerin kiimelenme egiliminde oldugu gorulmasgtar.
Ancak PCL-ST fiber ylUzeylerinde daha c¢ok tekil bakterilerin bulundugu
gozlenmigtir (Sekil 4.58.). E. coli bakteri grubu ile yapilan deneylerde ise kontrol
gurubu PCL fiber ylzeyinde bakterilerin kiimelendigi, PCL-AgNT ve PCL-ST-
AgNT fiber yuzeylerinde bakterilerin bir araya gelemeyerek tekil olusumlar
olusturdugu gozlenmistir (Sekil 4.59.). PCL-ST fiber yuzeylerinde ise tutunma
sonrasi bakterilerin Olerek yapisal butunltklerini kaybettikleri gozlenmigtir.
Sonug olarak PCL yapisina AgNT-ST katilmasiyla elde edilen kompozisyonlar

Ozellikle Gram pozitif E. coli bakteri tirinun tutunmasini azaltmigtir.
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5. TOPLU SONUCLAR

Tez calismasi kapsaminda islak egirme prensibi ile ¢alisan, yuksek verim ile
fiber Uretimi imkani sunan, bilgisayar destegi ile donme parametreleri
hassas olarak ayarlanabilir, tasinabilir bir DIED sistemi basar ile
geligtiriimigtir. Geligtirilen DIED ile tek parga butunlukte, homojen kalinlikta,
yapismadan duzenli olarak toplanabilir fiberler Gretilmigtir. DIED sistemi
kolay optimize edilebilmesi ile farkh stratejiler igin farkli Gretim imkanlari da

sunmaktadir.

DIED sistemi gelistiriimesinde denenen fan motorlari karakteristik yapilari
geregi dakikada 500 donus hizinin altina inememis ve dusuk tork gucu
saglamislardir. Benzer sekilde alternatif ve direkt akim motorlari ile dusuk
donus hizlarina ulasilabilse de yetersiz tork gucu saglamalar dolayisiyla
kullanigsiz olmuslardir. Bunlarin yerine yazilim geligtiriimesine ihtiya¢g duyan
adim motor hem dakikada 1 turdan 60 tur gibi genis bir donus yelpazesi

sunmus hem de ihtiya¢ duyulanin 6tesinde tork guict saglamistir.

Gelistirilen adim motorlu déngusel sistem, gelecek calismalarda yazilima
yapilacak eklentiler ile pompa sistemlerine adapte edilerek tamamen

otomatik Uretim optimizasyonlarinin gelisgtiriimesine imkan saglayacaktir.

Bu tez calismasinda DIED sistemi ile hacimsel iskelet kasi hasarlarina
yonelik doku destek iskeleleri basari ile Uretilmistir. AgNT’ler PCL’e
katkilanarak ve yuksek verimde, tek pargca, homojen kalinlikta PCL-AgNT
bazh fiberlerlerin Uretimi gergeklestiriimistir. Uretim AgNT ve PCL kimyasal
yapilarina zarar vermedigi ve PCL-AgNT fiberlerin FTIR karakterizasyon

bulgulari ile gosterilmistir.

PCL ve PCL-AgNT yapilarin erime sicakliklari sirasi ile 61 °C ve 67 °C,
bozunma sicakliklari ile 403 °C ve 406 °C olarak olguimustir. TGA verilerine
gore kul kalinti agirligi, PCL igin 6lgum sinirinin altinda iken, PCL-AgNT’de

%0.33 degerinde olmasi inorganik gimus kalintinin varhgini géstermigtir.

Lipaz enzimi ile katalizlenen biyobozunma c¢aligmalari PCL ve PCL-AgNT

fiberlerin sirasi ile 7. giinde agirlikga yaklasik %26, %19, 14. ginde agirlikga
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yaklasik %52, %49 ve 21 glnde agirlik¢ca yaklasik %83, %77 bozunmaya

ugradiklarini gostermistir.

C2C12 fare myoblast hiucre hattl ile PCL ve PCL-AgNT fiberler Uzerinde
hicre kulturl gercgeklestirilmig, farkli gruplarda elektriksel uyarimin varliginin
hicre ¢codalmasi ve gelisimine etkisi incelenmistir. Fiberlerin ylzeyin hicre

calismalari igin ek higbir ylizey modifikasyonu gerceklestiriimemistir.

Yapilan hucre kultird galismasi neticesinde PCL-AgNT fiberler Gzerinde,
PCL Uzerindekilere gore daha fazla hucre ¢ogalmistir. Literatirde iletken
Ozellikteki katkilar iceren fiberler ylizeylerinde herhangi bir elektriksel uyarim
saglanmadan daha fazla hicrenin ¢ogaldigi ve verimli farklilasmanin

saglandigina dair yayinlar mevcuttur.

GUmus nanoteller yluksek derece iletkenlige sahip nano pargaciklardir ve
elektriksel iletkenlik gumus nanotellerin malzeme igerisinde-yuzeyinde
tellerin dagilimiyla olusan ag ile saglanmaktadir. PCL-AgNT fiber
kompozisyonlarinda elektriksel iletkenligin dlgumu icin gerekli olan ag tam
olarak olusturulmamigtir. Ancak elektriksel uyarim ile gergeklestirilen hlcre
kaltarG g¢alismalart sonuglart PCL-AgNT fiberlerin elektriksel agidan
hicrelerin indiklenmesinde aktif olduklarini ve elektriksel uyarim noktalari
yarattiklarini destekler niteliktedir. Elektriksel uyarimin uygulandidi gruplara
PCL-AgNT fiberler yuzeyinde PCL ylUzeyindekilere gore daha fazla hicre

istatiksel olarak anlamli fark yaratacak derecede ¢ogalmis ve farklilasmistir.

Sabit frekans ve dalga genisligi degerlerinde 1.5 V ve 3 V degerlerinde 2
farkli uyarim parametresi atim dalga ile saglanmistir. 1.5 V elektriksel
uyarimin hiucre ¢ogalmasina ve farkllasmasina olumlu etkisi oldugu, 3V
elektriksel uyarim saglanan ve elektriksel uyarimin uygulanmadigi gruplar ile

karsilastirarak gozlenmigtir.

DIED ile antibakteriyel fiber formuilasyonlarinin gelistirimesi igin
antibakteriyel ila¢ etken maddesi ST ve AgNT arasinda etkilesim
yaratiimistir. YUksek verimde ve fiziksel butinlukte ile PCL-ST ve PCL-ST-
AgNT fiber formulasyonlari DIED ile dretilmistir. ST’nin  kimyasal
Ozelliklerinin PCL-ST ve PCL-ST-AgNT yapilarinda korundugu gosterilmistir.
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PCL, PCL-AgNT, PCL-ST ve PCL-ST-AgNT numuneleri igin gram pozitif ve
gram negatif 4 farkli bakteri tlrQ icin disk difiizyon testi uygulanmis, en etkin
sonug PCL-ST-AgNT film ve fiber 6rnekler Gzerinden alinmigtir. Bu sonug
tezin hipotezini dogrulamakta ve PCL igerisinde AgNT varliginda

sulfatiyazolun antibakteriyel etkinliginin arttigini géstermektedir.

Antibakteriyel ¢alismalarda disk difizyon testine ek olarak fiber ylzeylerinde
erken asama bakteriyel tutunma testi gergeklestiriimis, PCL-ST ve PCL-ST-
AgNT formulasyonlarinda PCL ve PCL-AgNT’ye kiyasla istatistiksel olarak
anlamli fark olusturacak derecede az sayida bakteri tutundugu tespit

edilmistir.

Tez calismasi sonrasi yapilacak ileri calismalar ile DIED sistemine yapilacak
modifikasyonlarla, sisteme ek bir fiber toplama, érme sistemi, sicaklik kontrol
— Olgum sistemi ve giringa pompasi duzenegi mevcut iglemci Uzerine adapte

edilerek daha fonksiyonel bir sistem elde edilebilir.

iskelet kas hicreleri Uzerine gergeklestirilen etkinlik ¢alismalar ve
antibakteriyel ozellikleri incelenen PCL-AgNT, PCL-ST-AgNT malzemelerin
yapisinda bulunan gumus nanotellerin boy degerleri sentez esnasinda
degistirilerek, kisa nano ¢ubuklar ve farkli boy degerlerindeki AgNT lerin ayni

¢alismalara olumlu veya olumsuz etkileri incelenebilir.

Sonug olarak PCL-AgNT kompozit fiberler ve antibakteriyel formlari iskelet
kasi doku destek malzemeleri adayl olarak basarili ve umut vaat edici

ozellikler sunmustur.
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