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OZET

DOKU MUHENDISLiIGIi UYGULAMALARI iCiN DOGAL ANTiBAKTERIYEL
ICEREN BIYOPOLIMER iSKELE SISTEMLERININ HAZIRLANMASI

Elif KARACAN YELDIR
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali Doktora Tezi
Danigsman : Dog¢. Dr. Ayhan ORAL
05/02/2018, 71

Bu tez c¢alismasi kapsaminda doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak
tizere, dogal antibakteriyel maddeler igceren biyopolimer iskele sistemleri hazirlanmistir.
Dogal polimerlerden olan Kitosan’in asidik ortamdaki ¢oziiniirliigiinden faydalanilarak
Kitosan kiireler hazirlanmis ve bu kiireler igerisine ayr1 ayr1 dogal antibakteriyel maddeler
olan Fenil etil alkol ve Sinnamaldehit ilave edilmistir. Hazirlanan bu kiireler 37 °C fosfat
tamponu igerisinde karistirilarak salinan fenil etil alkol ve sinnamaldehit miktarlar1 UV-Vis
Spektrofotometri, GC-MS/MS ve HPLC yontemleriyle tayin edilmistir. Devaminda ise
elektropiiskiirtme yontemi kullanilarak Kitosan nanokiireler hazirlanmis ve hem ¢ozelti
hem de yontem parametreleri degistirilerek nanokiirelerin morfolojileri incelenmistir.
Ayrica elektropiiskiirtme yontemi ile Kitosan nanokiireler dogal bir antibakteriyel madde
varliginda da hazirlanarak bu maddenin morfoloji {izerine etkileri de arastirilmistir.
Elektroegirme yontemi ile kitosan nanolif ve dogal antibakteriyel madde igeren kitosan
lifler elde edilmistir.

Dogal antibakteriyel maddelerden biri olan Linalool’in termal radikalik ve
fotopolimerizasyon yontemleri ile polimerizasyonu gerceklestirimis ve !H-NMR
spektrumlari incelenmistir. Kaprolakton monomeri kullanilarak a-Lipoik asit ve Sitranellol
varliginda ve baslatici olarak Kalay Oktanoat ile Poli(e-kaprolakton) makromerleri elde

edilmis ve karakterizasyonu yapilmistir.

Anahtar sozciikler: Biyopolimer, Esansiyel Yaglar, Doku Miihendisligi, Kitosan,
Polikaprolakton, Elektroegirme.
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ABSTRACT

PREPARATION OF NATURAL ANTIBACTERIAL CONTAINING SCAFFOLD
SYSTEMS FOR TISSUE ENGINEERING APPLICATIONS

Elif KARACAN YELDIR
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Doctoral Dissertation in Chemistry
Advisor : Assoc. Prof. Dr. Ayhan ORAL
05/02/2018, 71

Within the scope of this dissertation, biopolymer scaffolds containing natural
antibacterial substances were prepared to be used in tissue engineering practices. Making
use of the solubility of chitosan in acidic environments, which is one of the natural
polymers, chitosan spheres were prepared. Following this, phenyl ethyl alcohol and
cinnamaldehyde, the antibacterial substances, were separately added into these spheres.
Amounts of phenyl ethyl alcohol and cinnamaldehyde were determined by GC-MS/MS
and HPLC methods. Afterwards, Chitosan nanospheres were prepared by the electrospray
method, and morphologies of these nanospheres were analyzed by SEM. Additionally,
Chitosan nanospheres were prepared within the presence of a natural antibacterial
substance, so that the effects of this substance on the morphology could be analyzed.
Chitosan nanofibers and natural antibacterials chitosan nanofibers were obtained by the
electrospinning method, and analyzed by SEM.

Polymerization of linalool, one of the natural antibacterial substances, was
polymerized by thermal-radical and photopolymerization methods and its "H-NMR spectra
were analyzed. Lipoic acid was polymerized by thermal ring opening polymerization and
analyzed by FTIR. By using caprolactone monomers, Poly(e-caprolactone) macromers
were obtained with tin octanoate as the inducer in the presence of cittranellol and its

characterization is performed.

Keywords: Biopolymer, Essential Oils, Tissue Engineering, Chitosan,
Polycaprolactone, Electrospinning.
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1.1. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi biyoloji ve miithendislik temellerini uygulayarak zarar goérmiis ya
da islevi tamamen kaybetmis dokularin yerine gecebilecek iiriin gelistirmeyi hedefleyen
yeni ve multidisipliner bir bilim dalidir. Langer ve Vacanti’nin 1990 larda yaptigi bu
tanimdan sonra Ozellikle {i¢ boyutlu yapilar ve biyomalzeme esasli iskele sistemleri

hiicrelerin tutunmasi ve c¢ogalmasinda biyoaktif bir ¢evre saglamak icin kullanilmaya

baslamistir.

kararlilik ve hiicrelerin gelisimi i¢in dogal (native) bir c¢evreyi taklit edebilmesi
saglanmistir. Bu gelismelerle birlikte, li¢ boyutlu iskele sistemleri kemik, sinir, kas gibi

birgok dokunun yenilenmesi igin degerlendirilmistir (Langer ve Vacanti 1993; Stratton ve

ark. 2016).
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Sekil 1.1. Doku mithendisligi yaklagimi (Dvir ve ark. 2011)



Iskele sistemlerinin hazirlanmasinda, ¢ok genis araliktaki degisik ozellikleri ve
biyoaktiviteleri sayesinde sentetik ve dogal polimerler popiiler biyomalzemeler olmaya
baslamistir. Dogal polimerler hiicre ¢esitleriyle etkilesimleri ve hiicrelerin bu materyallere
disik immun cevap vermeleriyle klinik olarak kullanilan ilk biyobozunur
biyomalzelzemeler arasindadir. Fakat immiin cevap verme potansiyelleri ve toksik
olabilmelerine karsin 6zellikle belirli polimer kombinasyonlarinin kullanilmasiyla sentetik
polimerlerin daha wucuz olmast ve kolay islenebilir olmalar1 farkedilmistir
(Dhandayuthapani ve ark. 2011). Bu sentetik polimerler arasinda, Poli(L-laktik asit)
(PLLA), Poli(glikolik asit) (PGA), Poly(kaprolakton) (PCL) ve Poli(laktik-co-glikolik asit)
(PLGA) ii¢ boyutlu iskele sistemleri yapiminda son dénemde en cok kullanilanlardir
(Miiller ve ark. 2006; Stratton ve ark. 2016). Bu polimerlerin dogal polimerler ile beraber
kullanilmalar1 sayesinde hidrofiliklik, hiicre tutunmasi ve biyobozunurluk gibi bazi
durumlarinda iskele sistemlerine kazandirilabilecegi goriilmistiir. Ayrica bu sekilde
hazirlanan sistemlerin yiizeyleride cesitli modifikasyonlarla fonksiyonlandirilarak hiicre
cevaplarinin artirtlmasi saglanmistir.

Sentetik ve dogal biyomalzeme kullanimi doku miihendisligi alaninda son yillarin en
popiiler konular1 arasindadir. Nanolif, hidrojel ya da mikropartikiillerin hazirlanan g
boyutlu bu iskele sistemlerinin gozenekli yiizeye sahip olmalari hiicrelerin tutunup
gelisecegi gercege uygun bir cevre yaratmak acisindan biiylik 6neme sahiptir, ki bu ikinci
nesil doku miihendisligi ¢alismalarinin baslangici olmustur (Narayanan, Gupta, ve Tonelli
2014). Hiicre biiytimesi ve tutunmasinin biiyiik 6l¢iide iskele sistemindeki gozeneklerin
bliytikligli ve miktarina bagh oldugu yapilan ¢alismalarla ortaya konmaktadir ve ayrica bu
parametrenin kullanilan malzeme ve yapilacak olan uygulamaya gore ayarlanabilmesi
miimkiin oldugu da goriilmektedir (O’Brien 2011; Nam, Watanabe, ve Ishihara 2002).
Fakat gozenekliligin fazla olmasi durumunda da iskele sisteminin mekanik kararlilig1
azalacagindan doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in kullanilacak {i¢ boyutlu iskele
sistemlerinde 1ki ana sabitten bahsedilebilir; mekanik kararlilik nedeniyle asir1
gozenekliligin engellenmesi ve hiicreler arasindaki etkilesimin devamliligi, besin
aktariminin gergeklesebilmesi igin gozenekli yapimin kaybolmamasidir (Murphy, Haugh,
ve O’Brien 2010).

Doku miihendisligi uygulamalarinda ii¢ boyutlu iskele sistemlerinin kullanilmasinin
en bliylik avantajlar1 arasinda mekanik dayanikliligi, bozunma hizini ve hiicre tutunmasini
islevsel hale getirilebilmesi siralanabilir. Bunun i¢in kullanilan malzemeye bagli olarak

cesitli islemler kullanilabilmektedir. Yiizey modifikasyonlar: ile hiicre biiylimesi i¢in
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gerekli molekiillerin eklenmesinde ¢ogunlukla polimerik malzemeler faydalanilmaktadir.
Ormegin, kopolimerizasyon ile kullanilacak ana polimerden kaynaklanan kisitlamalarin
oniine gecilebilmektedir. Iskele sistemini islevsel hale getirmek icin kulaanilacak diger

avantaj ise li¢ boyutlu yazici ya da elektroegirme gibi tiretim teknikleridir.
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Sekil 1.2. Doku miihendisliginde iskele sistemi yaklasimi

1.2. Iskele Sisteminde Olmasi Gereken Ozellikler

1.2.1. Biyouyumluluk

Hiicrelerin sisteme tutunabilmesi, normal fonksiyonlarini siirdiirebilmeleri, yayilip
geligebilmeleri i¢in doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilacak iskele sistemlerininde
olmasi gereken ilk 6zelliktir (Murphy, Haugh, ve O’Brien 2010). Gelistirilen dokunun
implantasyonu sonrasinda meydana gelen immiin reaksiyonlarin dokunun viicut tarafindan
kabul edilmesi ve iyilesmenin gerceklesebilmesi icin kabul edilebilir diizeyde kalmasi

zorunludur.



1.2.2. Biyobozunurluk

Doku miihendisliginin amaglarindan biri viicuttan alinan hiicrelerin disarida
gelistirilmesi ve daha sonra tekrar transplante edilmesi ile iyilesmenin viicudun kendi
hiicreleriyle olmasidir. Bu durumda da trnsplante edilen sistemde dokunun gelistigi iskele
sisteminin viicutta devamli kalmasi istenen bir durum degildir. Iskele sistemi viicut
icerisinde biyobozunur olmasi ve belli bir siirenin ardindan geriye viicut icin zararh
herhangi bir yan iiriin birakmadan ve baska organlar ya da dokulara herhangi bir girisim

yapmadan ortamdan yok olmalidir.

1.2.3. Mekanik Ozellikler ve iskele Sisteminin Yapisi

Ideal bir iskele sisteminin anatomik olarak viicut icerisinde kullanilacag: yere uygun
mekanik 6zellikler gostermesi beklenmektedir. Ayrica implantasyon sathasinda da gerekli
mekanik kararliligi saglamalidir. Biitiin doku cesitlerinde Onemli olmakla birlikte
kardiyovaskiiler ve ortopedik alanlardaki calismalarda kullanilan iskele sistemlerinin
mekanik 6zelliklerini belirleyebilmek daha zordur (O’Brien 2011; Nam, Watanabe, ve
Ishihara 2002).

Uc boyutlu iskele sistemleri elektroegirme yontemiyle nanolif formunda
yapilabilmektedir. Yapilan arastirmalara gore nanolifler yiiksek yiizey-hacim orani,
gozenekli yapist ve mekanik 6zellikleri sayesinde hiicre dist matriks (ekstraseliiler matriks
(ECM)) ¢evreyi cok iyi taklit edebildikleri igin en ¢ok kullanilan iskele sistemleri arasinda
yer almaktadir. Ayrica nanolif yaricapi ve yonlenmeleri degistirilebilmekte ve boylece
yapilacak uygulamaya gore farkli hiicre cevaplar1 alinabilmektedir (Langer ve Vacanti
1993). Hidrojel esashi ii¢ boyutlu iskele sistemleri nanolifler kadar sik kullanilan
sistemlerdir. Ozellikle bu sistemlere eklenen biiyiime faktérii gibi aktif ajanlarm kontrollii

salimlar1 ve bu bioaktif maddelerin enkapsiilasyonu gibi avantajlara sahiptirler.
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Sekil 1.3. Iskele sistemlerinde gozenekliligin mekanik kararlilk ve hiicrenin iskele

sistemine niifuzu (Stratton ve ark. 2016)

Sekil 1.4. Iskele sistemi yapisinin baglanma ve yayilma iizerine etkisi (Agarwal, Wendorff,
ve Greiner 2008)

1.3. Polimer fskele Sistemleri
Metal malzemeler ¢ok iyi mekanik 6zelliklere sahip olmakla birlikte iskele sistemi
uygulamalarinda dezavantajlara sahiptirler ki bunlarin basinda biyolojik c¢evrede

bozunmamasi gelmektedir.



Hidroksiapatit veya kasiyum fosfat gibi inorganik ya da seramik malzemeler
osteokonduktif olarak ¢ok iyi olmalarina ve doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in siklikla
calisilmasina ragmen, islenebilirliginin diisiik olmasi, fazlaca gézenekli yapist nedeniyle

kirilgan olmalar1 bu alandaki kullanimlarini zorlastirmaktadir.

1.3.1. Kollajen

Kollajen hayvanlarda en bol bulunan yapisal protein olup, insanlarda ise toplam
proteinin iigte birini olusturmaktadir (McCance ve ark. 2010). Insan derisinin kuru
agirh@inin dortte {iglidiir ve en yaygin olarak kullanilan ECM materyalidir. Farkli
polipeptit zincirlerininden yirmi sekiz farkli kollajen ¢esidi bulunmakla birlikte, bunlarin
biiytik bir kismin1 Tipl ve Tipll kollajen olusturmaktadir. Kollajenin en belirgin 6zelligi
fibrillerden olusmus heliks seklindeki yapisidir. Bu yapi sayesinde iskele sistemlerine

uygun mekanik kararlilik, gézenekli yap1 ve biyomimetrik yilizey saglamaktadir.
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Sekil 1. 5. Kollajenin yapist



Kollajen, hayvanlardan izole edilebildigi gibi rekombinant teknoloji sayesinde de
tiretilebilmektedir. Mekanik o6zellikleri, biyouyumlulugu, capraz baglanabilme &zelligi,
biyobozunabilmesi gibi sayisiz avantajinin yaninda; islenmesindeki ve sterilizasyonundaki
giicliikler, ayrica bozunma hizinin kontroliindeki zorluklar gibi dezavantajlara da sahiptir.
Buna ragmen ECM olarak en ¢ok kullanilan polimerlerdendir ve ticari olarak piyasada yer

almaktadir (Patel, Bonde, ve Srinivasan 2011).

1.3.2. Fibrin ve Fibrinopektin

Fibrin yaralanma sonrasinda olusan dogal bir iyilestirici matriks gorevi gormektedir
ve fibrinojen toplanan plazmadan elde edilebilir. Kollajene benzer olarak fibrin iskele
sistemleri de hiicre tutunmasi icin gerekli bolgeler icerir ve bu iskele sistemleri kullanilan
fibrin konsantrasyonu ile ayarlanabilir. Belirli bir sekle sahip iskele sistemlerinde en ¢ok
karsilagilan dezavantaji ise hizli bozunmasidir. Ayrica fibrinin 6zellikleri kovalent bagh
modifikasyonlar ile degistirilebilmektedir. Fibrin tek basina ya da baska materyaller ile
birlestirilerek iskele sistemi olarak kullanilabilmekte ve kok hiicrelerin adipoz, kemik,
kardiyak, deri, vb. dokulara farklilagsmas1 saglamaktadir (Dhandayuthapani ve ark. 2011).

Fibrinopektin ise insan ya da sigir plazmasindan elde edilebilen kollajen, heparin ve
fibrine baglanabilen yiiksek molekiil agirlikli bir glikoproteindir. Coziinebilen formu kanda
bulunmaktadir ve yaralarin iyilesme prosesinde gorev alir. Birbirleriyle birlesen
fibrinopektin molekiilleri bir film olusturabilmektedir ki bu film 6zellikle ndral dokularin

tamiri i¢in iskele sistemi olarak kullanilmaktadir.

1.3.3. Jelatin

Jelatin kollajenin denatiirasyonu ile elde edilmis dogal bir polimerdir. Sicaklik,
¢oziici , pH gibi spesifik kosullar altinda jelatin makromolekiilleri konformasyon
cesitliligini saglamak icin yeterli esneklik gostermektedir. Boylece tiim jelatin 6zellikleri
de molekiiler yapilarma bagli olarak cesitlendirilebilir. Jelatin makromolekiillerindeki
gruplardaki hem asidik hem bazik fonksiyonlarin bulunmasi nedeniyle, diger sentetik

polimerlere gore daha fazla yapisal farklilik gosterir (Dhandayuthapani ve ark. 2011).

1.3.4. Elastin
Elastin bilinen en dogrusal biyokiitledir. Sekil ve enerji geri kazaniminin 6nemli
parametreler oldugu organlarda viicudun yiiksek oranlarda kullandigi yiiksek oranda

¢oziinmeyen, hidrofobik bir proteindir.



1.3.5. Agaroz

Agar, deniz yosunundan elde edilen jelatin benzeri bir maddedir. Agar kimyasal
olarak galaktozun alt birimlerinden olusan bir polimerdir. Agaroz hidrojel iskele yapilari,
laboratuvar ortaminda sinirsel proses gelistirmeyi canlandirmak ve yonetmek igin
tasarlanmustir.

Kikirdak fonotipini desteklemesi nedeniyle agaroz jel, kikirdak onarimi i¢in doku
miithendisligi yaklagimlarinin uygulanmasinda yaygin olarak kullanilir. Shinji Sakai,
jelatinin kovalent ¢apraz bag ile agaroza baglandigi, viicut sicakliginda sol-gel degisimini
gosteren bir konjuge sentezlemistir. Bu ¢alismada kullanilan konjuge, modifiye edilmemis
agaroz jelin konjugasyonuyla karsilastirildiginda mekanik kararsizlikla sonuglanmadigi

icin agaroz-jelatin konjugasyonu doku miihendisligi i¢in uygun bir adaydir.

1.3.6. Dekstran

Bakterilerden elde edilen kompleks bir polisakkarit olan dekstran glikoz alt birimleri
igerir ve antitrombotik ozelliklere sahiptir. Dekstrandan olusturulan iskele sistemleri,
protein ve hiicre tutunmasia karsi dayaniklidir ve noral implantlarda kaplama olarak
kullanilmast i¢in incelenmistir. Dekstran, segilmis hiicre tutulma bolgeleri ve biiyiime
faktorleri eklemek icin kimyasal olarak degistirilmistir. Giincel iiretim teknikleri ile
hiicresel filtrasyona olanak saglayan makropor dekstran iskele sistemleri olusturmak

miimkiin hale gelmistir.

1.3.7. Polipirol

Polipirol’un en biiyiik avantaji, sinir hiicrelerinde sinyal iletimini saglayan iletkenligi
ve kolayca yiiklenebilme 6zelligidir, boylece 1slanabilirlik ve ylik yogunlugu gibi 6zellikler
sinir yapisini en iyi sekilde taklit etmek icin c¢esitlilik gosterir. Yapilan bir ¢alismada bu
iskele sistemlerinin fel¢ ya da Parkinson hastaligi gibi sinirsel degisimin gerekli oldugu

hastalik durumlarinda yararl olabilecegi belirtilmistir.

1.3.8. Polifosfazenler

Polifosfazenlerin esnek temeli sayesinde, arastirmacilar hem sert hem de yumusak
doku miihendisligi acisindan bu polimerin kapsamini degerlendirmistir. Sentetik
esneklikleri, genis fizikokimyasal 6zellikleri, toksik olmayan ve ndtr par¢alanma iirtinleri
ve milkemmel biyouyumlulugu sayesinde polifosfazenler biyomedikal uygulamalar i¢in

oldukca uygun bulunmuslardir. Bu polimerlerin 6zellikleri, fosfor atomlarinin yerine cesitli
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maddeler konularak kontrol edilebilir. Yan iirlin olarak fosfat ve amonyum tuzlari
olusturacak sekilde ylizeysel olarak hidrolitik bozunmaya ugrarlar, ancak bozunma hizi

yavastir.

1.3.9. Polianhidritler

Polianhidritler, suya yliksek oranda tepkili anhidrit baglar iceren bir hidrofobik
polimer smifidir ve 6ngoriilebilen yiizeysel bozunma mekanizmalari ile bozunur. Aromatik
polianhidritlerin bozunma siiresi daha wuzundur ve aromatik olmayanlara gore
¢oziinemeyen bozunma iirlinleri ortaya ¢ikarirlar. Sebasik asit gibi bir hidrofil monomerin
eklenmesine benzer olarak diasit yapt yaslarinin hidrofobikligindeki degisiklere baglh
olarak bozunma siiresi degisebilir.

Anbhidritler, yumusak doku yerine gegebilen islevlerinin kullanimi i¢in polimer iskele
sistemi olarak kullanislidir. Polianhidritler ortopedik uygulamalar igin elverisli olabilir
ancak karmasik anhidrit ag1 i¢cin Modest Young Modiilii, agirlik tagima ortamlarinda sinirh
uygulamalara sahiptir. Kortikal ve trabekiiler insan kemiginin orta araliginda bulunan
basing direnci gibi 6nemli mekanik 6zelliklere sahip olan birlesik imidler ile capraz bagh
aglar olusturulmasiyla bu sinirlama gelistirilebilir. Bozunma iiriinleri anti-trombojenik

ozellikler gosterdigi icin, terapotik olarak kullanigh olabilir.

1.3.10. Poliortoester

Poliortoester (POE), keten asetallerin diollerle reaksiyona sokulmasiyla
olusturulabilir. Poliortoester ylizeyinin hidrofobik yapist bu polimerin yiizeyden
bozunmaya ugramasini saglar ve yigin materyal yapisal olarak biitiin seklinde kalir.
Boylece, ¢evresindeki dokular icin siirekli mekanik destek olarak islev gosterir. Bozunma
hiz1, glikolik asit veya laktik asit gibi kisa asit gruplar1 dahil edilerek kontrol edilebilir.
Poliortoesterdeki poliester baglarinin hidrolizi asitlere daha duyarlidir. Hiicre yayilmasi

icin ve ayni zamanda kemik yeniden olusumu i¢in iskele sistemi olarak denenmistir.

1.3.11. Kitosan

Kitin, 6zellikle deniz hayvanlar1 ve boceklerin kabuklarinda ve mantarlarin hiicre
duvarinda olmak iizere dogada en sik bulunan polisakkarittir. Kitinin yiiksek sicaklik ve
alkali ortamda hidrolizi sonucunda N-asetil glukosamin birimleri deasetile olurak kitosan
olusur (Jayakumar ve ark. 2010). Kitosan molekiilii, yiiksek kimyasal degiskenlik

gosterecek sekilde modifiye edilebilen amino ve hidroksil gruplara sahiptir ve belirli insan
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enzimleri ile metabolize edilir. Kikirdak gelistirme goz oniine alindiginda kitosan, artikiiler
kikirdaga 6zgii olan glikosainoglikanlara (GAGSs) benzerdir ve kondirosit morfolojisini,
degisimini ve fonksiyonunu ayarlamada 6nemli bir rol oynar. Art1 yliklii film olusturma
kapasitesi gOstermesi, hafif katilasma 6zelligi ve kan pihtilasmasini artirmasiyla birlikte
yiikksek doku yapistirma ozelligi gostermesi sebebiyle uygun bir yara oOrtiisii olarak
kullanilabilir. Polimorf niikleer 16kositler, makrofajlar ve fibroblastlar gibi inflamatuvar
hiicrelerin fonksiyonlarini arttirarak yaranin iyilesmesini hizlandirir.

Kitosan zinciri {izerinde bulunan amin gruplar1 sayesinde hafif asidik ortamlarda
pozitif yiiklenmektedir ki bu kitosana hem antibakteriyel 6zelligi hem de mukoadhesiv
ozelligi kazandirir. Bu nedenle, farmasotik ve biyomedikal uygulamalarda tercih

edilmektedir (Wang ve ark. 2016; Elsabee, Naguib, ve Morsi 2012; Jung ve Theato 2012).

B CHs | B -
OH O:< oH
HO 0 ' > | Ho 0
NH NH,
0=< OH OH
CHs
Kitin Kitosan

Sekil 1.6. Kitin’in deasetilasyonu ile Kitosan elde edilmesi

Kitosan zinciri kimyasal modifikasyon i¢in iki hidroksil ve bir quarternize olabilen
amin olmak {izere ii¢ reaktif boliim icermektedir. Bu sayede kitosan zinciri {izerine kiigiik

molekiiller ya da baska polimer zincirleri asilanabilmektedir.

1.3.12. Polilaktonlar

Sentetik biyobozunur polimerler olan polilaktonlar biyouyumluluklari sayesinde
doku miihendisligi uygulamalarinda tercih edilen polimerlerdir. PLA, PGA, PCL yalniz
kullanilabildikleri gibi bu polimerlerin kopolimerleri veya karisimlarina da biyomedikal
alan uygulamalarinda rastlanmaktadir.

Poli(L-laktik asit): Biyomedikal alanda en fazla kullanilan sentetik polimerlerden biri olan
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PLA laktik asidin polikondenzasyon reaksiyonu ile ya da siklik dimer laktidin halka
acilmasi polimerizasyonu ile iiretilmektedir. Diger polyesterler gibi PLA’de non-enzimatik
hidroliz yoluyla bozunur ve geriye kalan yan iirlinler ise hiicre metabolizmasina katilarak
elimine edilirler. Biyobozunurlugu ve hiicre uyumlulugu sayesinde PLA implante

edilebilen araglar i¢in gii¢lii bir aday olmaktadir (Santoro ve ark. 2016).

(0]
HO
z OH
HCY %y
/ laktlk asit \ , D-laktik as1t\
e) 0]
\\\\CH3 CH3 CH3
(0] (0]
\\\“ o (0]
\
e 5 HsC
(0]
L-laktld Meso laktid D-laktid

Sekil 1.7. L- ve D-laktik asit; L-,D- ve Meso laktit yapilari
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Sekil 1.8. PLA sentez reaksiyonlar

Islenebilirligi, giiclii mekanik o6zellikleri, bozunma hizi ve doku uyumlulugunun
yaninda PLA baska monomerlerle kopolimer oliusturarak uygulama alanina gore istenilen
ozelliklerin kazandiralabilmesine firsat saglar. Biyobozunur bir polimer oldugu igin
yerlestirildigi  yerden ¢ikarilmaya ihtiyag¢ duyulmaz dolayisiyla implantlarda
kullanilabilmektedir. Ayrica PLA esasli biyomalzemeler ekstiiriksiyon, ¢ozeltiden film
dokme, elektroegirme gibi bir¢ok yontemle kolaylikla islenebilmektedir. Bu sayede, hem

sert hem yumusak dokularda kullanilabilmektedir.

Sekil 1.9. PLA esash ortopedik medikal cihazlar (a,b) mini ve orta vidalar (c¢) heliks ¢ivi
(d) pin (Narayanan ve ark. 2016)

12



PCL: PCL organik ¢oziiciilerde ¢oziiniirliigii ¢ok iyi olan yar1 kristal bir polyesterdir.
Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onayli polimerden biri olan PCL viicut
igerisindeki bozunma hizinin yavas olmasi ve ila¢ tutabilme 6zelligi sayesinde Ozellikle

uzun siireli implantlarda kullanilmaktadir.

O
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Sekil 1.10. e-kaprolaktonun polimerizasyonu

Diisiik ¢ekme mukavemetine sahip olan PCL’un yiiksek kopma uzamasi sayesinde
biyomalzemeler icin ¢ok 1iyi elastik oOzellikler saglamaktadir. Doku miihendisligi
uygulamalarinda tek basina kullanilabildigi gibi, kopolimeri ve baska polimerlerle

karisimlar1 seklinde kullanilabilmektedir (Kweon ve ark. 2003).

1.4. Elektroegirme

Elektrostatik kuvvetler kullanilarak lif eldesi yiiz yildan fazladir bilinen bir tekniktir.
Elektroegirme son yillarda nanolif iiretimi igin en ¢ok kullanilan yontemlerin basinda
gelmektedir. Bu proses, belli bir polariteye sahip polimer ¢ozeltisi veya eriyigine yiiksek
voltaj uygulayan bir kaynaktan akim uygulanarak karsit elektrota dogru hizlandirilmasi
esasina dayanir (Bhardwaj ve Kundu 2010; Baji ve ark. 2010). Zit yikli ¢ozelti ve
toplayici plaka arasindaki elektrostatik ¢ekim, sivida bulunan benzer yiiklerin birbirlerini
itmesinden daha giiclii hale gelmeye basladiginda ¢6zeltinin ucunda bulunan meniskiis bir
koni halini alir, buna Taylor Koni’si denir. Uygulanan elektrik alanin giicii ¢6zeltinin
ylizey gerilimini gectigi andan itibaren ise lif jeti Taylor Koni’sinden hizla toplayici
plakaya dogru hareket eder. Bu lif jet toplayici plakaya hareket ederken ¢6zeltideki ¢oziici
hizla buharlasir ve yalnizca ¢ozelti igerisindeki kat1 yani polimer toplayict plakada birikir.
Bu yontem ile elde edilen liflerin yaricaplart mikrometre ile nanometre arasinda

degisebilmektedir.
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Sekill.11. Elektroegirme cihazi ve bilesenleri (Bhardwaj ve Kundu 2010)

Yiiksek elektrik alan etkisi altinda ¢ozelti igerisindeki yiikler tetiklenmekte ve
yiiklii polimer ¢ozeltisi metal toplayici plakaya dogru hizlanmaktadir. Diisiik elektrostatik
alanda ise elektrik alan ¢oziiciiniin yiizey gerilimini asamadigindan polimer pipet ucunda
damlacik halinde kalir. Uygulanan elektrik alan arttirildiginda ¢ozelti yiizeyindeki yiikler
birbirini itmeye baglar ve bir kesme stresi olusur. Bu itme kuvvetleri yiizey geriliminin
tersine dogrudur ve bu damlacigin koni seklini almasini saglar (Reneker ve Chun 1996;
Shin ve ark. 2001; Baji ve ark. 2010) (Sekil 1.11). Kritik voltaja ulasildiginda kuvvetler
arasindaki denge bozulur ve konik damlacigin ucundan yiiklii jet ¢ikar. Bu ¢ikan yiikli

jetin yaricap1 toplayici plaka yolu artirildik¢a ve yardimer maddeler azaldikca azalir.
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Sekil 1.12. Taylor Koni’si olusumu (Baji ve ark. 2010)

1.4.1.Cozelti Parametreleri

Derisim: Elektroegirme tekniginde lif olusumu i¢in minimum ¢ozelti derisimi
gereklidir. Diislik ¢ozelti derisiminde nanopargagik ve nanolif olusumu goézlenirken
derisim arttiginda nanopargagiklarin sekilllerinin kiiresel yapidan saptigi ve liflerinde
yiiksek viskoziteden kaynakli yarigaplarinda artis meydana geldigi goriilmiistiir (Deitzel ve
ark. 2001). Buna gore diisiik derisimlerde ¢ozelti ile galisildiginda nanokiire olusumu daha
fazla iken derisim arttik¢a lif olusumu gergeklesir fakat derisim ¢ok fazla oldugunda lif
olusumu gozlenirken bu olusum siirekli degildir.

Molekiil agirligi: Polimerin molekiil agirligi reolojik ve elektriksel o6zellikleri
(viskozite, yiizey gerilimi, iletkenligi ve dielektrik sabiti) {izerinde ©nemli rol
oynamaktadir (Haghi ve Akbari 2007). Ayrica olusan lifin morfolojiside biiyiik 6l¢iide
polimerin molekiil agirligina baghdir. Yiiksek molekiill agirligina sahip polimerler
cozeltilerinin elektroegirme yontemiyle liflerinin Gretimi ¢ozeltiye gerekli viskoziteyi
sagladig1 i¢in daha fazla kullanilirken, diisiik molekiil agirliklt polimerlerin ¢ozeltileri ile
lifden ziyade nanopargacik olusumu gozlemlenmektedir. Polimerin molekiil agirlig
polimerin karisik zincirlerinin miktarini, dolayisiyla ¢ozelti viskozitesini yansitir. Yani
zincirlerin karmasikligi elektroegirme teknigi icin 6nemli bir parametredir (Reneker ve
Chun 1996).

Viskozite: Polimerik liflerin elektroegirme teknigi ile olusumunda ¢ozelti viskozitesi
liflerin boyutu ve morfolojisi iizerine dnemli rol oynamaktadir. Cok diisiik viskoziteye

sahip cozeltilerde siirekli lif olusumu saglanamazken, c¢ok yiiksek viskoziteye sahip
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cozeltilerde ise jet olusumu zorlagsmakta oldugunu yapilan caligmalar gostermektedir.
Dolayisiyla elektroegirme uygulamalar i¢in optimal viskozite belirlenmelidir. Yalnizca
polimer ¢ozeltisi ile yapilan elektroegirme uygulamalarinda degil, polimer eriyiginden lif
olusumunda da viskozite optimizasyonu O6nemlidir. Yiiksek viskozite polimer ¢ozeltileri
genellikle daha uzun gerilme gevsemesi gosterdiklerinden elektroegirme sirasinda Taylor
Koni’sinden ¢ikan jetin kirilmasi engellenmis olur. Cozeltinin viskozitesinde ya da
derisimindeki artis daha genis ve daha diizenli lif yarigapina neden olmaktadir (Deitzel ve
ark. 2001).

Yiizey Gerilimi: Temel olarak ¢ozeltinin ¢oziicli bileseninin bir fonksiyonu olan
yiizey gerilimini elektroegirme tekniginde kritik bir 6neme sahiptir. Polimer ¢dzeltisinin
ylizey geriliminin disiiriilmesi ile lifler yaninda nanokiire olusumunun da 6niine gegilmis
olmaktadir. Dolayisiyla ¢oziicii sisteminin degistirilmesiyle ¢ozeltinin yiizey gerilimi de
degisecektir. Genellikle yiiksek yiizey gerilimi olusan jetin kararli olmamasi sebebiyle
cozeltilerden lif olusumunun engellenmesine ve damlaciklar seklinde ¢dzeltinin
puskiirtilmesine neden olur (Hohman ve ark. 2001). Damlaciklarin, nanokiirelarin ve
liflerin olusumu ¢ozeltinin yiizey gerilimine birebir baglidir ve daha diisiik ylizey gerilimi
olan polimer ¢ozeltisine diisiik bir elektrik alan uygulanmasi elektroegirme tekniginin
uygulanmasina yardimci olur. Temel olarak, diger biitiin parametreler sabit tutuldugunda
ylizey gerilimi elektroegirmenin alt ve {ist sinirlarini belirlemektedir.

Cozeltinin Tletkenligi ve Yiizeydeki Yiik Yogunlugu: Birkag istisna disinda
polimerlerin ¢ogu iletkendir ve polimer ¢ozeltisindeki iyonlar jet olusumunda etkilidir.
Cozeltinin iletkenligi polimerin cinsi, kullanilan ¢6ziici ve ¢ozelti icerisindeki iyonize
olabilen tuzlara bagl olarak tanimlanmaktadir. Yapilan caligmalar 1s18inda, ¢dzeltinin
elektrik iletkenligi olusan lif yarigaplarinda 6nemli derecede bir diisiis gézlemlenmektedir.
Bunun nedeni ise, yliksek iletkenlige sahip c¢ozeltilere yiiksek elektrik alan altinda son
derece kararsizdirlar. Dogal polimerler gibi polielektrolitik yapida olan polimerlerde ise
olusan jetin yiik tasima kapasitesini artirirlar ve elektrik alan uygulandiginda daha yiiksek

bir gerilime maruz kalirlar.

1.4.2. Cihaz Parametreleri

Uygulanan Voltaj: Elektroegirme tekniginde ¢6zeltiye uygulanan voltaj yontemin en
temel elementidir. Lif olusumunun saglanabilmesi icin esik degerindeki voltajin
uygulanmas1 gerekmektedir. Siringa ucunda olugan polimer ¢ozeltisi damlacigindan bir jet

olugmas i¢in 6ncelikle Taylor Koni’sinin olusmasi yani en az ¢ozeltinin yilizey gerilimini
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yenecek kadar elektrik alan uygulanmasi gerekmektedir. Uygulanan voltaj arttik¢a ¢ozelti
tizerindeki elektrostatik itme kuvvetleride artacagindan olusan liflerin yarigaplari
azalacaktir (Demir ve ark. 2002). Yiiksek voltaj ¢ogunlukla daha giiglii bir elektrik alan ve
kolombik kuvvetlere neden olacagindan ¢ozelti daha fazla gerilir ve bu durumda da ¢oziicii
polimer ¢ozeltisinden daha hizli uzaklasirken lif yaricapt azalir (Bhardwaj ve Kundu
2010).

Akis Hizi: Polimer ¢ozeltisinin siringadan akis hizi olusan jetin ve malzemenin
aktarim hizini etkilemektedir. Akis hizinin diisiik olmas1 ¢oziiciiniin polimer ¢ozeltisinden
uzaklagmasi i¢in gerekli zamani saglayacagindan tercih edilen bir durumdur. Polimerin
akis hiz1 arttirildiginda buna bagh olarak lif yaricapinda ve gézenek biiyiikliigiinde de artis
gbzlemlenmektedir.

Toplayic1 Plaka Cesitleri: Elektroegirme yonteminde toplayici plaka esas olarak
polimer lifin toplandigi karsit elektrottur ve bu nedenle iletken olmak durumundadir.
Genellikle aliiminyum folyo kullanilmakta olup bunun haricinde iletken kagit veya kumas,
tel 6rgii gibi planlanan uygulamaya gore cesitli toplayici tiirler kullanilmaktadir.

Siringa Toplayici Plaka Uzakligi: Siringa ile toplayici arasindaki uzaklik lif yarigapi
ve morfolojisi tizerine etkisi olan diger bir parametredir. Minimum mesafe lifin toplayici
plakaya ulasana kadar ¢oziiciisiiniin buharlagsmasina yetecek kadar siire gegebilecegi kadar
olmalidir, ¢ok yakin veya ¢ok uzak olmasi durumunda ise lifler yaninda nanokiirelar

gozlemlenmektedir.

1.5. Dogal Antibakteriyel Maddeler (DAM)

Bitkiler enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde ilk ¢aglardan beri kullanilmaktadir ve
simdiye kadar yapilmis olan c¢aligmalarda bitkilerin terapdtik etkilerini gostermektedir.
Gilinlimiizde, diinyanin degisik yerlerinde bircok hastaligin tedavisinde hala bitkilerden
faydalanilmaktadir. Her ne kadar mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin
onlenmesi kontrol altina alinmasi ve mikrobiyolojik arastirmalarda onemli gelismeler
kaydedilmis olsada, ortaya cikan yeni patojenler ve ilaglara kars1 direng kazanan
bakterilerin neden oldugu tekrarlayan salgin hastaliklar nedeniyle yeni antibiyotiklerin
gelistirilmesi  gerekmektedir. Ozellikle patojenlere karsi gelistirilen yeni ilaglar igin,
medikal alanda kullanilan bitkiler {izerine yapilan aragtirmalar oncii olabilmekte ve yeni
biyoaktif ajanlarin iiretilmesinde rol oynayabilmektedir (Sharma ve ark. 2017).

Genis kullanim alani bulunan DAM’lerin kullanimlari sirasinda 1siktan, 1sidan ya da

havadaki maddelerden etkilenip bozunmamalar1 ve ayrica ugucu bilesikler olduklarindan
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kullanilacaklart  ortamdan uzaklasmamalari i¢in  kullanilan tekniklerden  biri
enkapsiilasyondur. Bunun i¢in genellikle lipozomlar ve polimerik partikiiller
kullanilmaktadir (Asbahani ve ark. 2015). Kitosan, PCL, PVA, nisasta, jelatin ve aljinat
DAM enkapsiilasyonu i¢in en ¢ok kullanilan polimerlerdir (Li ve ark. 2018; Feyzioglu and
Tornuk 2016; Mohammadi, Hashemi, ve Hosseini 2015; Pérez-Recalde, Ruiz Arias, ve
Hermida 2018).

DAM’lerin enkapsiilasyonlar1 i¢in kullanilan yontemlerden bazilar1 ¢oktiirme,
koaservasyon ve piiskiirtme-kurutmadir. Kolay ve tekrar edilebilir bir yontem olan
¢oktiirme ¢oziicli degistirme yontemi olarakta bilinmektedir ve ilk kez Fessi ve ark. (1989)
tarafindan gelistirilmistir ve genellikle nano boyutta parcaciklar elde etmek igin
kullanilmaktadir. Koaservasyon yonteminde ise basitge iki s1vi fazin karistirilarak kolloidal
¢ozelti olusturulup enkapsiilasyon gergeklestirilir. Piiskiirtme-kurutmada ise, sivi faz kiigiik
damlaciklara ayristirilirken sicak bir gaz yardimiyla kurutulur ve olusan partikiiller

toplanir.
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

2.1. Kitosan Temelli Calismalar

Kitosan insan viicudundaki biyobozunurlugu, immiinolojik, antibakteriyel ve yara
iyilestirici olmas1 gibi sahip oldugu biyolojik 6zellikler sayesinde son yillarda medikal
alanda en ¢ok calisan polisakkaritlerden biri olmustur. Ayrica sahip oldugu bu 6zellikler
sayesinde gen aktarimi ¢alismalarinda destek materyali olarak, hiicre kiiltiiriinde ve doku
miihendisliginde iskele sistemi olarak iyi bir adaydir (Sashiwa ve Aiba 2004). Dogrusal ve
kismen asetil gruplari bulunan kitosan, nanokiire, nanolif gibi ¢esitli formlarda ilag salim
sistemlerinde kullanilmaktadir (Bernkop-Schniirch ve Diinnhaupt 2012; Zhang ve ark.
2008).

Dogal antibakteriyel maddelerden olan esansiyel yaglarinda enkapsiilasyonu kitosan
kullanilarak yapilmaktadir. Antifungal ve antibakteriyel Ozellige sahip olan lime yagi
(limonen) kitosan nanokiirelar igerisine hapsedilerek esansiyel yagin nanokiirelar {izerine
etkisi arastirilmistr (Sotelo-Boyas ve ark. 2017). Bu ¢alismada, kitosan Asetik Asit (AA)
cozeltisi igerisinde ¢oziilerek iizerine metanol icerisinde ¢oziinmiis lime yag ilave edilerek
karigtirllmis ve doner buharlastiricida ¢oziiciisiinden kurtarilarak lime igeren kitosan
nanokdiirelar1 elde edilmistir. Ayrica diger bir yontem olan nanoenkapsiilasyon ile
emiilsiyon ajani olarak lesitin yardimiyla lime-kitosan nanokapsiilleri elde edilmistir.
TEM, FTIR ve DLS yontemleriyle karakterize edilmis ve nanokapsiil yontemiyle
hazirlanan nanokiirelarin boyutunun hafif arttigi fakat antibakteriyel etkisinin daha az
oldugu bulunmustur.

Feyzioglu ve Tornuk (2016) yaptiklar1 bir ¢alismada, zater bitkisinden (summer
savory) su buhar1 destilasyonu ile elde etikleri yagi degisik derisimlerde kitosan
nanokiirelar igerisine iyon jellesme yontemi ile hapsetmisler, FTIR, SEM ve DSC ile
karakterize ettikten sonra antibakteriyel ve antioksidan 6zelliklerini incelemislerdir. Buna
gore antioksidan aktivitenin yag oranma bagli olarak arttifi, ayni zamanda yagin
nanokiirelarin termal kararlilig1 ve su tutma kapasitesini arttirdigi da gézlenmistir.

Cinnamomum zeylanicum esansiyel yagi kitosan nanokiirelar1 iyon jelasyon
yontemiyle tripolifosfat (TPP) kullanilarak elde edilmis ve sonrasinda bu partikiillerin
karakterizasyonlar1 UV-Vis Spektrofotometre ve DLS yontemleri kullanilarak yapilmistir.
Calisma sonunda elde edilen kitosan nanokiirelar1 ve kitosan/esansiyel yag nanokiirelari ile

salataliklar kaplanmis ve esansiyel yag igeren nanokiirelarin antibakteriyel ve antifungal
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ozellikler gosterdikleri kanitlanmigtir(Mohammadi, Hashemi, ve Hosseini 2015).

Yapilan bagka bir ¢alismada ise Tween 20, Tween 40, Tween 60, Span 80 gibi
degisik emiilsiyon yapici ajanlar kullanilarak emiilsiyon-iyonik jellesme yontemiyle
mikroboncuklar elde edilmis ve FTIR, DSC, XRD ve SEM kullanilarak karakterize
edilmistir. Enkapsiile edilen Citrus esansiyel yaginin Tween 60 kullanildiginda kitosan
icerisine daha fazla hapsedildigini ve daha kii¢iik pargaciklar elde edildigi goriilmistiir (Li
ve ark. 2018).

Kitosanin nanokiirelarinin yaninda elektroegirme teknigi ile nanolifleride elde
edilmistir. Kitosan asidik sulu ¢ozeltilerde ¢oziilmesi ve kirilgan yapida olmasindan dolay1
tek basina film haline getirilememesi gibi dezavantajlar1 sebebiyle genellikle baska
polimerlerle (PEO, PEG) birlikte nanolifleri elde edilmektedir (Nguyen, Chung, ve Park
2011; Jing ve ark. 2015; K. A. Rieger, Birch, ve Schiffman 2016; K. a Rieger ve
Schiffman 2014). Fakat (Geng, Kwon, ve Jang 2005) yaptiklart bir ¢alismada derisik AA
igerisinde ¢oziinmiis elektroegirme yontemiyle nanoliflerini elde etmislerdir. Degisik
molekiil agirliklarinda kitosanin derisik AA igerisindeki ¢ozeltilerini kullanmislardir. Buna
gore, 106000 g/mol kitosanin %90 AA igerisinde %7 derisiminde hazirladiklar1 ¢ézeltiden

nanokiire olmayan nanolifler elde etmeyi basarmislardir.
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Sekil 2.1. Degisik elektrik alanlarda elde edilmis liflerin SEM goriintiileri (a) 1, (b, ¢) 2, (d,
e)3,(H4,5,(g h)5, (1) 9 kV/em; %90 AA icerisinde %7 kitosan (106000 g/mol) ¢ozeltisi
(Geng, Kwon, ve Jang 2005)

2.2. Linalool Temelli Calismalar

Linalool asiklik bir monoterpenoid olup optikge aktif tersiyer bir alkoldiir. Renksiz
hos kokulu bir sividir. Yapisindaki iki adet ¢ift bag sayesinde polimerlesebilmektedir.
Yapilan caligmalara gore, linalooliin metilmetakrilat, stiren, vinilasetat ve biitilmetakrilat
ile kopolimerleri yapilmis ve ko-monomer olarak kullanildigi kanitlanmistir. 2012 yilinda
yapilmis bir ¢alismada vinil monomerleriyle kopolimerlesebilen linalooliin sterik engeli

nedeniyle homopolimerinin yapilamadig: da belirtilmistir.

H3C

CH; HO CHs

Sekil 2.2. Linalool molekiilii
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Linalooliin, yapilan bir calismada stiren akrilonitril ile birlikte kullanilarak
terpolimerizasyonu gerceklestirilmis ve karakterize edilmistir (Srivastava ve ark. 2002).
Yapilan bagka bir calismada ise butilmetakilat ile serbest radikalik kopolimerizasyon
reaksiyonu ile linalool-butilmetakrilat kopolimeri yapilmis ve FTIR ve 'H-NMR
spektrumlariyla karakterize edilmistir (Pathak ve Srivastava 2005).

Plasma polimerizasyon teknigi kullanilarak Poli(linalool) ince film halinde elde
edilebilmis ve FTIR ve AFM yontemleriyle karakterize edilmistir. Optik, yiizeysel ve
mekanik 6zellikleri arastirilip elektronik uygulamalara uygun oldugu tespit edilmistir

(Jacob ve ark. 2013).

2.3. Lipoik Asit Temelli Calismalar

a-Lipoik asit (1,2-ditiolen-3-pentanoik asit veya 6,8-tiyoktik asit) (ALA) ditiolan
halkasinda disiilfit bagi iceren sekiz karbonlu bir bilesiktir. Hiicre igerisinde enerji
tiretiminde gorev alan mitokondriyal multienzim kompleksi i¢in ¢ok Onemli bir
koenzimdir. Ayrica kuvvetli bir antioksidan ve antitimor 6zelligi tasiyan bir maddedir ve
gida takviyesi olarak da kullanilmaktadir. Yapilan son calismalarda Lipoik asidin reaktif
oksijen tiirlerinin formasyonunu ve siklooksijenaz aktivitesitini inhibe ettigi ve bdylece
trombositlerin  hiper agregasyonunundan kaynaklanan hastaliklarin  tedavavisinde
kullanilabilecegi saptanmistir. Yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalar 15181nda lipoik asitin
diyabet, iskemi-reperfiizyonu, agir metal zehirlenmesi, sinir hasart ve HIV enfeksiyonu
icin de potansiyel tedavi ajani olarak kullanilabilecegi one siiriilmiistiir(Kofuji ve ark.
2008; Weerakody, Fagan, ve Kosaraju 2008; Wagner ve ark. 1956; Azimi ve Khalili
2016).

O

OH

.S
S

Sekil 2.3. a-Lipoik Asit molekiilii

Erime sicakliginin iizerinde ALA’in halkali yapidaki siilfiir baglarimin kirilarak
polimerlestigi ve polikatenan adi verilen yapilarin olustugu yapilan literatiir goriilmektedir

(Wagner ve ark. 1956; Moyano, Broussalis, ve Segall 2010). (Kisanuki ve ark. 2010)
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yaptiklari bir calismada, ALA’i hem termal olarak hem de dibenzo-30-crown-10 varliginda
polimerlestirmislerdir. Elde edilen polimerler GPC ve 1H-NMR teknikleriyle karakterize

edilmistir.

S-S
1,2-Dithiane
(DT)

O— C(Q)")

Sekil 2.4. Polikatenan yapida poli(ditiyan) polimeri (E. Q. Rosenthal-Kim, Agapov, ve
Puskas 2015)

Bunun devaminda enzim katalizi ile ALA’den polikatenan yapr diginda dallanmis
P(ALA) sentezlenmis ve AFM goriintiileri incelenmistir(E. Q. Rosenthal-Kim, Agapov, ve
Puskas 2015). Vakum altinda LA termal olarak polimerize edilmis ve HO-PEG-OMe ile
enzim Kkatalizli esterifikasyon ile dallandirilmisir. Olusan bu dallanmis polimerlerin

yapilart AFM ile goriintiilenmislerdir.
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Sekil 2.5. Dallanmig PALA yapisi (E. Q. Rosenthal-Kim, Agapov, ve Puskas 2015)
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Sekil 2.6. PALA yapis1 i¢cin AFM goriintiileme stratejisi (E. Q. Rosenthal-Kim, Agapov, ve
Puskas 2015)

=
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>

Ayn1 grubun yaptigi bir diger ¢alismada ise, 3,6-dioksa-1,8-oktanditiol (DODT)’in
trietilamin  (TEA) ve seyreltik H20. varliginda radikal halka agilma redoks
polimerizasyonu gerceklestirilmistir. Su ve organik faz arasinda yiiriiyen bu tepkime
sonunda karali bir emiilsiyon sistemi olusmus ve siklik oligomerler elde edilmistir (E.

Rosenthal-Kim ve Puskas 2015).
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Sekil 2.7. Faz transfer halka agilmasi reaksiyonu gosterimi (E. Rosenthal-Kim ve Puskas
2015)

LA ile yapilmis bir diger calismada ise Ditiyan (DT) ile termal yontemle
koppolimeri elde edilmis ve karakterize edilmistir (Endo ve Yamanaka 2006). Buna gore
her ikiside ayr1 ayri polimerlestiginde polikatenan yapilar olusturan LA ve DT’in

kopolimeri polikatenan yap1 icermekte olup tamamu igige gecmis bu yap: seklinde degildir.

2.4. Makromer Temelli Calismalar

Makromer ya da makromonomer zincir uglarinda polimerize olabilen fonksiyonel
gruplara sahip olan diiz zincirli polimerler veya oligomerlerdir. Zincir sonundaki
fonsiyonel gruplar sayesinde radikalik ya da iyonik olarak polimerlesebilmektedirler.
Sondaki fonksiyonlu gruba bagli olarak makromerlerin polimerizasyonu sonucunda asi
kopolimerleri ve ag yapilar elde edilmektedir. Bu nedenle, makromerler genellikle asi
kopolimerizasyonu ve i¢ ice gecmis polimerik sistemlerin eldesi i¢in kullanilan bir
basamaktir(Vert 2007; Fernandes ve ark. 2013; Lopes, Jardini, ve Filho 2012). Ayrica, bu
metot ile hidrofilik ve hidrofobik komponentler birlestirilerek yeni 6zellikle malzemelerin
eldesinde kullanildig1 yapilmis calismalarda goriilmektedir.

Glinlimiizde yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki kimyasal ve fiziksel olarak

esneklige sahip biyomalzemelerin yapimi elde edildikten sonra kullanilacagi alana gore
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capraz baglanabilen yada kopolimerize olabilen makromerlere dayanmaktadir (Loth ve

ark. 2015). Doku miihendisligi uygulamalarinda iskele sistemi olarak kullanilmak tizere

oligolaktit ve oligokaprolakton bloklar1 igeren ti¢-kollu biyobozunur bir malzeme

gelistirlmis ve karakterize edilmistir.
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Sekil 2.8. Biyobozunur {i¢ kollu makromerlerin sentez semasi (A) Laktit, (B) Kaprolakton

(Loth ve ark. 2015)
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Sekil 2.9. Polimerizasyon/solid lipid teknigi ile iskele sistemi hazirlanmasi sematik

gosterimi (Loth ve ark. 2015)
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3.1. Materyal

BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

Tez caligmasi kapsaminda kullanilan kimyasallarin listesi ve kaynaklar1 Cizelge 3.1

‘de verilmistir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Ozellikler

Kitosan Acros Organics (Molekiil agirlig
100000-300000)

Sinnamaldehit Merck

Fenil etil alkol Sigma-Aldrich

Asetik asit Merck (Glacial)

NaOH fron Kimya (Boncuk %97-98)

HFIP Acros Organics (%99,5+)

Linalool Alfa Aesar (%97)

Benzoin Merck (%99)

Benzoil peroksit Merck

Kalay Oktaat

Sigma-Aldrich (%92.5-100)

Titanyum izopropoksit

Sigma-Aldrich (%97)

a-Lipoik asit

Tokyo Chemical Industry

Sitranellol

Sigma-Aldrich (%95)

e-kaprolakton

ABCR (%99)

Trietil amin Merck
Alimiinyum oksit Merck (for coloumn chromotography)
Benzofenon Merck
Dietil eter Panreac (6 ppm of BHT)
Metanol Iron Kimya (teknik)
Merck (for analysis)
Aseton [ron Kimya (teknik)
Hidrojen Peroksit Merck (%30)
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Cizelge 3.1’in devami

Tetrahidrofuran Labkim (teknik)
Merck (for analysis)
Diklorometan Tekkim (teknik)
Merck (for analysis)
Toluen Merck (for analysis)
Hekzan Merck (for analysis)
Molecular Sieve Acros Organics

3.2. Kullanilan Cihazlar

Tez ¢alismasi kapsaminda kullanilan cihazlar ve 6zellikleri Cizelge 3.2 ‘de
verilmigtir.

Cizelge 3.2. Kullanilan cihazlar

Cihaz Ozellikler

Hassas Terazi Radwag As 220/C/2

Isiticili karigtiric IKA RCT classic
DAIHAN Scientific Co. Ltd. WiseStir
MSH-20A

Karistirict IKA big-squid

Vakum etiivii Niive EV 018 (Pompa: Vacuubrand
RC 6)

Elektroegirme Inevenso NE100

(Siringa Pompasi: New Era Pump

Systems NE300)

Uv-Vis Spektrofotometre Perkin EImer Lambda25
FTIR PerkinElmer
HPLC Shimadzu

(Kontrol :SCL 10AVP, Pompa: LC-
10ADVP, Dedektor: Diode Array,
Kolon Firmi: CTO-10ACVP, degasser:
DGU-14A)

GC/MS-MS Thermo Finnigan Trace Ultra GC

28




Cizelge 3.2 nin devami

SEM JEOL SEM-7100-EDX

AFM-Raman Spektroskopi WITEC ALPHA 3100R

'H-NMR JEOL NMR-400 MHz
3.3. Yontem

3.3.1 Kitosan Boncuklar

3.3.1.1 Kitosan Boncuklarin Hazirlanmasi

Hazirlanan % 7 lik AA ¢ozeltisinden 50 ml alinarak igerisine 0,7 g Kitosan ilave
edilmis ve tamamen ¢6ziinmesi i¢in bir gece karistirllmistir. Kitosan ¢dzeltisi igerisinde
olusan hava kabarciklarin1 yok etmek amaciyla yaklasik 1 dakika ultrasonik banyoda
tutulmustur. Kitosan ¢ozeltisi insiilin enjektorii yardimiyla hazirlanmis ve 300 rpm hizinda
karigmakta olan %10 luk NaOH ¢ozeltisi igerisine yavas yavas damlatilarak Kitosan
boncuklar elde edilmistir. Bu boncuklar distile su ile yikanarak yiizeyde kalmis olan

NaOH’den arindirilmastir.

% 1.4 Kitosan %10 NaOH
(%7 lik asetik asit
icerisinde

Kitosan boncuklar

Sekil 3.1. Kitosan boncuklarin elde edilmesi

3.3.1.2. Dogal Antibakteriyel Madde i¢eren Kitosan Boncuklarin Hazirlanmasi

Dogal antibakteriyel maddeler organik bilesikler oldugundan su ile
karigmamaktadirlar. Bu nedenle 6ncelikli olarak hem kitosanin ¢oziinebilecegi hem de
dogal antibakteriyel maddelerin karisabilecegi bir ¢ozelti sistemi bulunmustur. Metanol

hem su ile hem de dogal antibakteriyel maddelerle kolaylikla karisabildiginden, ayrica
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ortamdan kolaylikla uzaklastirilabildiginden ¢oziicii sisteminde tercih edilen maddelerden
biridir.

Kullanilan kitosanin %100 olacak kadar Fenil Etil Alkol (FEA) metanol ile
karistirildiktan sonra iizerine %7 lik AA ¢ozeltisi ilave edilmis ve 0,7 g kitosan eklenerek
homojen bir karisim olusana kadar karistirilip, sonrasinda degaze edilmistir. %10 luk
NaOH c¢ozeltisi icerisine damlatilarak Kitosan/FEA boncuklari elde edilmis, distile su ile
yikanmuistir.

Kullanilan kitosanin %50 si kadar Sinnamaldehit (CIN) metanol ile karistirildiktan
sonra iizerine %7 lik AA ¢ozeltisi ilave edilmis ve 0,7 g kitosan eklenerek homojen bir
karisim olusana kadar karistirilip, sonrasinda degaze edilmistir. %10 luk NaOH ¢o6zeltisi

icerisine damlatilarak Kitosan/FEA boncuklar elde edilmis, distile su ile yikanmustir.

3.3.2. Kitosan Nanokiireler

Literatiirde  elektropiiskiirtme  yontemi  kullanilarak elde edilen  kitosan
nanopartikiilleri i¢in ¢oziicii sistemi olarak genellikle asidik sulu karisimlar kullanilmistir.
Hatta elektroegirme ¢aligmalarinda genellikle kitosanin film olarak eldesini zorlastiran sert
yapisindan kaynakli olarak ortama baska polimerlerde ilave edildigi goriilmektedir. Bu

calismada sadece kitosandan olusan nanoparcaciklar elde edilmeye ¢alisilmistir.

3.3.2.1 Kitosan Nanoparc¢aciklarin Hazirlanmasi

%70 AA c¢ozeltisinde degisik konsantrasyonlarda kitosan ¢ozeltisi hazirlanmistir.
Hazirlanan %7 lik kitosan ¢ozeltisi elektroegirme cihazi ile akis hizi 0.1-0.5 ml/saat,
uygulanan voltaj 15-30 kV arasinda ve elektrotlar arasindaki uzaklik 10-15 cm olarak
degistirilerek nanokiire elde edilmeye ¢alisilmisir. Fakat uygulanan voltaj kitosan
¢ozeltisinin viskozitesinin bliylik olmasi nedeniyle Tylor Koni’si olusamamis dolayisiyla
polimer ¢ozeltisi toplayici plakaya ulasamamistir. %70 lik AA igerisinde hazirlanan
kitosan ¢ozeltisinin konsantrasyonu %5- %2 olacak aralikta degistirilerek elektroegirme
parametreleri sabit tutuldugunda %2 kitosan konsantrasyonuna sahip ¢ozeltiye 18 kV ve
tizerinde voltaj uygulandiginda Tylor Koni’si olugsmus ve polimer ¢6zeltisi toplayici plaka
tizerinde toplanmustir.

%70’1lik AA ¢dzeltisi igerisinde hazirlanan %2’lik kitosan ¢ozeltisine elektroegirme
cihazi ile 20 kV voltaj uygulanip, akis hiz1 ve elektrotlar arasindaki uzaklik parametreleri

degistirildiginde nanokiirelar lizerine etkisi SEM ile incelenmistir.
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Cizelge 3.3. Kitosan nanokiirelar iizerine uygulanan voltajin etkisi

% Kitosan | Akis hiz1 | Voltaj h Sonug
(ml/saat) | (kV) (cm)

7,0 01-05 |15-30 10-15 -

5,0 01-05 |15-30 10-15 -

3,0 01-05 |15-30 10-15 -

2,5 01-05 |15-30 10-15 -

2,0 0,2 15-23 10-15 +

2,0 0,2 18 13 I

2,0 0,2 20 13 1

2,0 0,2 23 13 i

Cizelge 3.4. Kitosan nanokiirelarin hazirlanmasinda akig hizinin etkisi

% Kitosan | Akis hiz1 | Voltaj | H Sonug
(ml/saat) | (kV) (cm)

2,0 0,4 20 13 Al

2,0 0,3 20 13 A2

2,0 0,2 20 13 A3

Cizelge 3.5. Kitosan nanokiirelarin hazirlanmasinda elektrotlar arasi uzakligin etkisi

% Kitosan | Akis hiz1 | Voltaj H Sonug
(ml/saat) | (kV) (cm)
2,0 0,2 20 10 Bl
2,0 0,2 20 13 B2
3.3.2.2. Dogal Antibakteriyel Madde iceren Kitosan Nanokiirelerin
Hazirlanmasi

Dogal antibakteriyel madde iceren kitosan boncuklarin hazirlanmasinda oldugu gibi
uygun ¢oziicli sistemi i¢in metanol kullanilmistir. Bunun i¢in metanol igerisine kitosanin
kiitlece %50°’s1 ve %100’i kadar olacak miktarda FEA ilave edilerek, %70’lik AA ¢ozeltisi
ile kanstinlmistir. Bu ¢ozelti iizerine kitosan ilave edilerek homojen bir ¢ozelti elde
edilene kadar karistirilmistir.

Kitosan nanoparcagiklari hazirlamak igin kullanilan elektroegirme parametreleri

uygulanarak FEA iceren kitosan nanoparcaciklari hazirlanmis ve SEM goriintiileri alinarak
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morfolojileri incelenmistir.

3.3.3. Kitosan Nanolifler
Kitosan nanopargagiklarin elde edilmesi i¢in kullamilan %70’lik AA ¢oziicii sistemi

Asetik Asit:H>0:Hekzafloroizopropanol (AA:H20:HFIP) (90:9:1) olarak degistirilmistir.

3.3.3.1. Kitosan Nanoliflerin Hazirlanmasi

Kitosanin bu ¢oziicii sistemi igerisinde hazirlanan %3 derisimindeki ¢ozeltisi akis
hiz1 0.2 ml/saat, uygulanan voltaj 20-27 kV arasinda ve elektrotlar arasindaki uzaklik 12
cm olarak diizenlenerek bir seri ¢alisma yapilmistir ve SEM goriintiileri alinmigtir. Buna
gore ECF1, ECF2 ve ECF3’de lif olusumu gozlenmektedir. Fakat ECF4 numunesinde
voltajin biiylikk olmasi nedeniyle kitosan c¢dzeltisi toplayicit plakada diizgiin bir film

olusturmadigindan SEM goriintiisii elde edilememistir.

3.3.3.2. Dogal Antibakteriyel Iceren Kitosan Nanoliflerin Hazirlanmasi

Kitosanin AA:H2O:HFIP (90:9:1) ¢o6ziicii sistemi igerisinde %3 derisimindeki
¢ozeltisine sirayla kitosanin %50’si ve %100 olacak miktarda FEA ilave edilmistir. Akis
hiz1 0.2 ml/saat, uygulanan voltaj 15-24 kV arasinda ve elektrotlar arasindaki uzaklik 12

cm olarak diizenlenerek bir seri ¢alisma yapilmistir ve SEM goriintiileri alinmistir.

3.3.4. Linalool Polimerizasyonu

Linalool asiklik bir monoterpenoid olup optikce aktif tersiyer bir alkoldiir. Renksiz
hos kokulu bir sividir. Yapisindaki iki adet ¢ift bag sayesinde polimerlesebilmektedir.
Yapilan ¢alismalara gore, linalooliin metilmetakrilat, stiren, vinilasetat ve biitilmetakrilat
ile kopolimerleri yapilmis ve komonomer olarak kullanildig1 kamitlanmistir®#, 2012 yilinda
yapilmis bir ¢aligmada vinil monomerleriyle kopolimerlesebilen linalooliin sterik engeli
nedeniyle homopolimerinin yapilamadigi da belirtilmistir. Fakat linalool maddesini hem
termal olarak hem de fotopolimerizasyon yontemiyle radikalik polimerizasyonunun

gerceklestigi gdzlenmistir.
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Sekil 3.2. Linalool molekiilii

Sekil 3.3. Poli(linalool) yapisi

3.3.4.1. Radikalik Fotopolimerizasyon

Fotopolimerizasyon yonteminde ise diklorometan igerisinde baglatici olarak benzoin
kullanilarak 310 nm de 48 saatde yaklastk %10 donisim ile polimerizasyon
gerceklesmistir. Benzoin 310 nm de 1sikla etkilestiginde 2 adet radikal olusturur ve bu
radikallerin vinilik baga saldirmasi ve bagin agilmasi ile polimerizasyon reaksiyonu
baslamis olur (Sekil 3.4). Linalool molekiiliinde radikaller 1. ve 2. karbon arasindaki
vinilik baga saldiracagindan olusan polimerik yapidaki sterik engel nedeniyle yapinin ¢ok

fazla biiyiiyemeyecegi ve % doniisiimiin diisiik olacag anlasilmaktadir (Sekil 3.5).

o) HO

(@] o/ L
4> —|—
OH

Sekil 3.4. Benzoin molekiiliinin 1sikla etkilesmesi
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3.3.4.2. Termal Radikalik Polimerizasyon

Toluen igerisinde baslatict olarak benzoilperoksit kullanilarak 80 °C de 48 saat
birakilmis ve metanol igerisinde ¢oktiiriilmiistiir. Dontlisiim ise yaklasik %10 bulunmustur.
Sonrasinda monomer miktari, baslatic1 (benzoin peroksit) miktari, reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon siiresi degistirilerek polimerlesme reaksiyonu iizerine etkileri arastirilmistir.
Baslatict miktarin1 %1- 5 arasinda, baglatict miktar1 monomerin %1 - 5 olacak sekilde
degisik oranlarda degistirilerek reaksiyondaki degisiklikler gozlenmistir. Son olarak

reaksiyonun gerceklestirildigi sicaklik ve reaksiyon siliresinin polimerizasyon {izerine

etkileri incelenmistir.

0 0
0/0Y© o
0 y

©)LO/\V\>8/\)\_> @%x)b\/k

Sekil 3.5. Benzoil peroksit molekiilii ve polimerizasyonun baglamasi

Cizelge 3.6. Linalooliin polimerlesme reaksiyonu parametreleri

Linalool Baslatici Sicaklik Siire (saat) | Sonug

(mL) Y®)

0.2 %1 25 96 Polimerlesme gozlenmedi
0.2 %1 75 8 Polimerlesme gozlenmedi
0.2 %1 75 24 Kolloidal ¢ozelti

0.2 %1 75 48 Beyaz renkli kat1 parcaciklar
0.2 %1 75 72 Beyaz renkli kat1 parcaciklar
0.2 %2 75 24 Kolloidal ¢ozelti

0.2 %2 75 48 Beyaz renkli kat1 parcaciklar
0.2 %5 75 48 Beyaz renkli kat1 pargaciklar
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3.3.5. a-Lipoik Asit Polimerizasyonu

a-Lipoik asit (1,2-ditiolen-3-pentanoik asit veya 6,8-tiyoktik asit) (ALA) hiicre
igerisinde enerji iiretiminde gorev alan mitokondriyal multienzim kompleksi i¢in ¢ok
onemli bir kofaktordiir. Ayrica kuvvetli bir antioksidan ve antikanser 6zelligi tasiyan bir
maddedir ve gida takviyesi olarak da kullanilmaktadir. Yapilan son ¢alismalarda Lipoik
asidin reaktif oksijen tiirlerinin formasyonunu ve siklooksijenaz aktivitesitini inhibe ettigi
ve Dbdylece trombositlerin hiper agregasyonunundan kaynaklanan hastaliklarin
tedavavisinde kullanilabilecegi saptanmistir. Yapilan deneysel ve klinik caligmalar 1s18inda
lipoik asitin diyabet, iskemi-reperfiizyonu, agir metal zehirlenmesi, sinir hasart ve HIV

enfeksiyonu i¢in de potansiyel tedavi ajani olarak kullanilabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

O

OH

.S
S

Sekil 3.6. a-Lipoik asit molekiilii

Erime sicakligimmin iizerinde ALA’in halkali yapidaki siilfiir baglarimin kirilarak
polimerlestigi ve polikatenan adi verilen yapilarin olustugu yapilan literatiir arastirmasi
sonucunda goriilmiistiir. Bunun devaminda enzim katalizi ile ALA’den polikatenan yapi
disinda dallanmis P(ALA) sentezlenmis ve AFM goriintiileri incelenmistir.

ALA’in polimerlesmesi icin ilk yontem olarak termal olarak halka acilmasi
polimerlesmesi denenmistir. Literatiire gore, ALA’nin erime sicaklifinin {izerine
cikildiginda polimerlesmenin gerceklestigi belirtilmistir. Bu nedenle ALA 90 °C de N
atmosferinde 3 saat boyunca sitilip elde edilen viskoz sivinin {izerine soguk metanol
dokiilerek beyaz jel kivaminda %12 doniisiim ile P(ALA) elde edilmistir. Polimerin aseton
igerisinde 30-36 saatte ¢oziindigii gézlenmistir. DCM, su, metanol igerisinde ise yine jel
kivaminda P(ALA) olusmustur. Fakat polimerik maddenin ¢oziiniirliik problemi nedeniyle
'H-NMR spektrumlar alinamamustir.

Literatiir arastirmalarinda disiilfit polimeri elde etmek i¢in kullanilan diger bir
yontem ise radikal halka acilmasi redoks polimerizasyonudur ve su-organik faz arasinda
gerceklesen faz transfer polimerizasyonudur!®. ALA toluen icerisinde ¢dziilerek iizerine

ALA’nin molce 1, 2 ve 3 kat1 olacak sekilde trietilamin ilave edilmis ve karistirilarak

35



seyreltik H20: ilave edilmistir. Reaksiyon ortamina ilk trietilamin ilavesiyle fazi ilavesiyle
viskoz sar1 renkli bir sivi olusmustur. H2O; ilavesi ile olusan bu sar1 renkli viskoz madde
beyaz renkli viskoz bir madde gozlenmis fakat kisa siirede homojen bir ¢6zelti olacak
sekilde ¢oziinmiistiir.

P(ALA) sentezi i¢in denenen diger yontemde ise ALA ve ALA’nin %1 1 olacak
miktarda p-toluensulfonik asit N2 atmosferi altinda sirasiyla 6, 12 ve 18 saat 105 °C de
kanistirilmistir. 6 ve 12 saat sonunda polimerlesme gézlenmemisken, 18 saat sonunda ise
¢oOzelti igerisinde siyah partikiil olusumu gézlenmis fakat metanol ve su ilavesi ile herhangi

bir kat1 partikiiliin kalmadig1 gézlenmistir.

3.3.6. Polikaprolakton Makromerler

Makromer ya da makromonomer zincir uglarinda polimerize olabilen fonksiyonel
gruplara sahip olan diiz zincirli polimerler veya oligomerlerdir. Zincir sonundaki
fonsiyonel gruplar sayesinde radikalik ya da iyonik olarak polimerlesebilmektedirler.
Sondaki fonksiyonlu gruba bagl olarak makromerlerin polimerizasyonu sonucunda asi
kopolimerleri ve network yapilar elde edilmektedir. Bu nedenle, makromerler genellikle
as1 kopolimerizasyonu ve i¢ i¢ce gegmis polimerik sistemlerin eldesi i¢in kullanilan bir
basamaktir. Ayrica, bu method ile hidrofilik ve hidrofobik komponentler birlestirilerek
yeni 6zellikle malzemelerin eldesinde kullanildig literatiirde goriilmektedir.

Tez caligmast kapsaminda doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak {izere
polikaprolaktonun lipoik asit ve sitronellol ile makromerleri hazirlanmasi hedeflenmistir.
Bunun i¢in e-Kaprolakton’un halka agilmasi polimerizasyonunda siklikla kullanilan Kalay
oktaat baglatict olarak se¢ilmistir. Kullanilan monomerin %1’ i kadar baslatici1 ve %1°1
kadar lipoik asit yada sitronellol kullamlmigtir. Oncelikle lipoik asit yada sitronelloliin
baslatict ile etkinlesmesi i¢in toluene igerisinde N2 atmosferi altinda 30 dakika boyunca
100 °C karistirilmisg, sonrasinda yine N2 atmosferinde monomer ilave edilmistir. Reaksiyon

siiresi sonunda olusan polimer metanol icerisinde ¢oktiiriilmiis ve metanol ile yikanmstir.

)

0 O
Sn(Oct), + ROH + —» R 0
~0

Sekil 3.7. e-Kaprolakton halka agilma polimerizasyonu
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Sekil 3.8. A) a-Lipoik asit, B) Sitronellol molekiilii
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Sekil 3.9. A) Polikaprolakton-Lipoik asit makromer, B) Polikaprolakton-Sitronellol

makromer
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Kitosan Boncuklar

4.1.1. Kitosan/CIN Boncuklar

AA igerisinde hazirlanan kitosan ¢ozeltisinin ve kitosan/DAM ¢ozeltilerinin ayr1 ayri
insiilin  siringast yardimiyla NaOH ¢ozeltisine damlatilmas: ile elde edilen kitosan
boncuklar Sekil 4.1. de gosterilmektedir. Sekil 4.1.c’de goriildigii iizere, CIN igeren
boncuklarin rengi sartya donmiistiir. Bu da CIN’in kitosan boncuklar igerisine
hapsedildiginin gorsel olarak kanitidir. Ayrica kitosan ve kitosan/CIN boncuklarin IR
spektrumlar1 incelendiginde ozellikle kitosanda bulunmayip CIN’in yapisinda bulunan

aldehit grubundan C=0 bagmin gerilim piki 1700 cm™ civarinda gdzlemlemektedir (Sekil
4.2).

Sekil 4.1. a) Kitosan, b)Kitosan/FEA ve ¢)Kitosan/CIN boncuklarin elde edilmesi
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Sekil 4.2. a) Kitosan, b) Kitosan/CIN boncuklarin IR spektrumlari

Dogal antibakteriyel maddelerden CIN igeren kitosan boncuklar hazirlandiktan
sonra pH 7,4 0,1 M PBS tamponu igerisinde muhafaza edilmistir. Hazirlanan kiireler
icerisindeki CIN miktart GC/MS-MS yontemi ile belirlenmistir.

GC/MS-MS ile Yapilan Analizler: GC/MS-MS cihazinda kullanilan ¢6ziiciilerin
kolayca gaz fazina ge¢cmesi istendiginden, bu yontemde CIN’in kalibrasyon cozeltileri
hekzan igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan bu kalibrasyon serisi GC/MS ile dakikada 2
pL 6rnek SMS-GC fused silica kapiler kolona (30 m, 0.25 mm i.d., film kalinli1 0.25 pum)
enjekte edilerek analiz edilmistir. Hareketli faz olarak helyum ve azot gazlarn
kullanilmistir. Kitosan/CIN boncuklarinin igerisindeki CIN miktarinin hesaplanabilmesi
icin Kitosan/CIN boncuklar hazirlanip yikandiktan sonra mekanik olarak pargalanarak 10
ml hekzan ile 3 defa ektstrakte edilmis ve bu 6rnekler GC/MS-MS ile analiz edilmistir.
Analiz sonucunda yapilan hesaplamalara gore, 1 g kitosan boncugun 350 mg CIN

hapsettigi bulunmustur.
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Sekil 4.3. CIN’in GC spektrumu

4.1.2. Kitosan/FEA Boncuklar

Kitosan ve kitosan/FEA boncuklarin IR spektrumlari incelendiginde ozellikle
kitosanda bulunmayip FEA’iin yapisinda bulunan fenil grubundan kaynaklanan aromatik
C=C bagmin gerilim piki 1500 cm™ ve aromatic C-H esneme piki 900 cm™ civarinda

gozlemlenmektedir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.4. a) Kitosan, b) Kitosan/FEA boncuklarin IR spektrumlari

HPLC ile Yapilan Analizler: HPLC sistemi, sistem kontrol {initesi (SCL 10AVP),
pompa (LC-10ADVP), Diode Array dedektor (SPD-M10AVP), manuel enjektor, kolon
firm (CTO-10ACVP) ve degasser (DGU-14A) olusmaktadir. Calismada Luna
Phenomonex C18 (4.6 mm IDx 250 mm) kolon ve (65:35 v/v) H2O:ACN karisimindan
olusan hareketli faz kullanilmistir Enjeksiyon hacmi 20 pL, akis 0.8ml/dakika ve kolon
firm1 sicaklignr 40°C, FEA analizi i¢in dalga boyu 220 nm olarak ayarlanmistir ve bu
sartlarda FEA piki 4,5. dakikada gézlemlenmistir.
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Sekil 4.5. FEA kromatogram
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Sekil 4.6. Kitosandan salinan FEA kromatogrami

Kitosan/CIN boncuklarinda oldugu gibi kitosan/FEA boncuklar1 igerisindeki FEA
miktarinin hesaplanabilmesi i¢in kitosan/FEA boncuklar hazirlanip yikandiktan sonra
mekanik olarak parcalanarak 10 ml hekzan ile 3 defa ektstrakte edilmis ve bu ornekler
HPLC ile analiz edilmistir. HPLC analizleri sonucunda elde edilen sonuglar ve
hesaplamalara gore her bir gram kitosan boncugun 1612 mg FEA hapsettigi yapilan HPLC

analizleri sonucu bulunmustur.
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4.2. Kitosan Nanoparcaciklar

%70 AA c¢ozeltisinde c¢oziilerek degisik konsantrasyonlarda kitosan ¢ozeltisi
hazirlanmistir. %70 lik AA ¢ozeltisi igerisinde %7 lik kitosan ¢ozeltisi hazirlanmis ve
elektroegirme cihazi ile akis hiz1 0.1-0.5 ml/saat, uygulanan voltaj 15-30 kV arasinda ve
elektrotlar arasi uzaklik 10-15 cm olarak parametreler degistirilmistir. Uygulanan yiiksek
voltaja ragmen kitosan ¢ozeltisi plakaya ulasamamistir. Kitosan ¢ozeltisi %5 - %2
araliginda degistirilerek ayni islemler uygulandiginda, %2 kitosan konsantrasyonuna sahip
cozeltiye 18 kV ve lizerinde voltaj uygulandiginda plaka iizerinde kitosan toplandigi
gozlenmistir. Aliiminyum folyo toplayict plaka iizerine biriken kitosan SEM ile analiz
edilmistir.

Elde edilen SEM goriintiilerine gore, %2 derisimde hazirlanan ¢oziiciisii %70 AA
olan kitosan ¢ozeltisine 18 kV voltaj uygulandiginda kiiresel kitosan nanokiirelar
gozlemlenmektedir. Diger biitin parametreler sabit tutulup uygulanan voltaj
degistirildiginde =~ olusan  kitosan  parcaciklarin  morfolojilerinde  farkliliklar
gozlemlenmektedir. Artan elektriksel alan ile kitosan nanokiirelarin kiiresel yapidan

saptiklar tespit edilmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.7. Kitosan nanokiire
ml/saat, 13 cm, %70 AA igerisinde %2,0 kitosan ¢ozeltisi)
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%2 derisimde hazirlanan ¢oziiciisii %70 AA olan kitosan ¢ozeltisine 20 kV voltaj
uygulanip, elektrotlar arasindaki uzaklik 13 cm olarak sabit tutulup akis hiz1 0,4 — 0,2
ml/saat araliinda degistirildiginde olusan kitosan parcaciklarin SEM  goriintiileri

alimmistir. Buna gore, akis hizi artirildiginda kitosan nanokiirelarin daha piiriizsiiz kiiresel

yapida olduklari goriilmektedir.

etkisi A) 0,4 B) 0,3, Cve D) 0,2
ml/saat (20 kV, 13 cm, %70 AA icerisinde %2 kitosan ¢ozeltisi)

LE SEM

Sekil 4.8. Kitosan nanokiirelerin olusumuna akis hizinin

%2 derisimde hazirlanan ¢6ziiclisii %70 AA olan kitosan ¢ozeltisine 20 kV voltaj
uygulanarak akis hizi 0,2 ml/saat olarak sabit tutulup elektrotlar arasindaki uzaklik
degistirildiginde olusan kitosan pargaciklarin SEM goériintiileri alinmigtir. SEM
goriintlilerine gore akis hizi arttirldikca daha diizglin kiireler elde edilebilecegi
gozlemlenirken, elektrotlar arasindaki mesafenin kitosan nanopargagiklarinin morfolojisi
iizerinde etkisi olmadigi goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Kitosan nanokiirelerin olusumuna elektrotlar arasindaki mesafenin etkisi A ve B)

10, Cve D) 13 cm (20 kV, 0,2 ml/saat, %70 AA icerisinde %2 kitosan ¢ozeltisi)

4.2.1. FEA iceren Kitosan Nanokiirelar

Dogal antibakteriyel madde igeren kitosan boncuklarin hazirlanmasinda oldugu gibi
uygun ¢oziicli sistemi i¢in metanol kullanilmistir. Bunun i¢in metanol igerisine kitosanin
kiitlece %50°si ve %100’i kadar olacak miktarda FEA ilave edilerek, %70’lik AA ¢ozeltisi
ile kanistirilmistir. Bu ¢6zelti iizerine kitosan ilave edilerek homojen bir ¢ozelti elde
edilene kadar karistirilmistir. Elde edilen bu ¢ozeltiye elektroe§irme cihazi ile yiiksek
voltaj uygulanmistir. Uygulanan voltaj 18 — 23 kV arasinda degistirilmis ve akis hiz1 0,2
ml/saat elektrotlar arasi uzaklik 13 cm olarak sabit tutulmustur. Aliiminyum plaka tizerine
toplanan FEA igeren kitosan naniparcaciklarinin SEM goriintiileri elde edilmistir. Buna
gore kitosan miktarinin hem %350’si hem de %100’ olacak miktarda FEA ilavesiyle

nanokiirelarin yaninda lif olusumu da gozlenmistir. Voltaj arttik¢a lif olusumu da artmustir.
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Ayrica olusan kitosan nanokiirelarin morfolojilerinin artan voltajla degismedigi,

nanokiirelarin diizgiin kiiresel yapida olduklari goriilmiistiir.

XV LED sEM 48 x30,000 20.0kV LED

SEM

Sekil 4.10. Kitosan’in kiitlece %50 si kadar FEA igeren nanokiirelerin SEM goriintiileri Al

ve 2)18, B1 ve 2) 20, C1 ve 2) 23 kV (0,2 ml/saat, 13 cm)
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sEM KD 10mm 30:43

...... 20.0xv LED D T

Sekil 4.11. Kitosan’in kiitlece %100 si kadar FEA igeren nanokiirelerin SEM goriintiileri
Al ve 2)18, B1 ve 2) 20, C1 ve 2) 23 kV (0,2 ml/saat, 13 cm)
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4.3. Kitosan Nanolifler

Kitosan nanopargaciklarin elde edilmesi i¢in kullamilan %70’lik AA ¢oziicii sistemi
AA:H,0:Hekzafloroizopropanol (AA:H20:HFIP) (90:9:1) olarak degistirilmistir.
Kitosanin bu ¢6ziicii sistemi igerisinde hazirlanan %3 derisimindeki ¢ozeltisi akis hiz1 0,2
ml/saat, uygulanan voltaj 20-27 kV arasinda ve elektrotlar arasindaki uzaklik 12 cm olarak
diizenlenerek bir seri ¢aligma yapilmistir ve SEM goriintiileri alinmistir. Buna gore ECF1,
ECF2 ve ECF3’de lif olusumu gozlenmektedir. Fakat ECF4 numunesinde voltajin biiyiik
olmas1 nedeniyle kitosan ¢ozeltisi toplayict plakada diizgiin bir film olusturmadigindan
SEM goriintiisii elde edilememistir.

Elde edilen SEM goriintiilerine bakildiginda ¢oziicii sistemi degistirildiginde ve
kitosan derigsimi arttirildiginda kitosan liflerin olusumu gézlemlenmektedir. Uygulanan
voltajin artmasi ile lifler arasinda olusmus olan nanokiirelarin sayisinda da artis oldugu

tespit edilmistir.
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ml/saat, 12 cm, AA:H2O:HFIP (90:9:1) igerisinde %3 kitosan ¢ozeltisi)
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4.3.1. FEA iceren Kitosan Nanolifler

Kitosanin AA:H>O:HFIP (90:9:1) ¢oziicii sistemi igerisinde %3 derisimindeki
cozeltisine sirayla kitosanin kiitlece %50°si ve %100 olacak miktarda FEA ilave edilmistir.
Akis hizi 0.2 ml/saat, uygulanan voltaj 15-24 kV arasinda ve elektrotlar arasindaki uzaklik
12 cm olarak diizenlenerek bir seri ¢aligma yapilmistir ve SEM goriintiileri alinmigtir.
Buna gore, kitosanin kiitlece hem %50 hem de %100 ‘si kadar FEA igeren ¢ozeltilere diger
parametreler sabit tutulup uygulanan elektrik alan arttirildiginda lif olusumda artis
gozlemlenmektedir. 15 kV akim uygulanan her iki ¢ozeltide de siirekli bir lif olusumu
saglanamadigi goriiliiriiken, olusan az sayidaki lif yaninda nanokiire olusumu da dikkat
¢ekmektedir.

Kitosanin kiitlece %100°l olacak miktarda FEA igeren ¢ozeltiye 24 kV voltaj

uygulandiginda lif yonlenmelerinin olustugu gézlenmistir.

» MO 10mm  11:31 50,000 20.0kV LED SEM

Sekil 4.13. Kitosan’in kiitlece %50 si kadar FEA igeren nanoliflerin SEM goriintiileri A)
15, B) 18, C) 20 D) 24 kV (0,2 ml/saat, 13 cm)

o1



Sekil 4.13.7{in devami
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20. 0KV L s WO 108w

Sekil 4.14. Kitosan’in kiitlece %100 i kadar FEA igeren nanoliflerin SEM goriintiileriA)
15, B) 18, C) 20 D) 24 kV (0,2 ml/saat, 13 cm)

s WO 108
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4.4. Linalool Polimerizasyonu

Dogal antibakteriyel maddelerden olan linalool maddesi hem termal olarak hem de
fotopolimerizasyon yontemiyle radikalik polimerizasyonu gergeklestirilmistir. Toluen
icerisinde baslatic1 olarak benzoilperoksit kullanilarak 80 °C de 48 saat birakilmis ve
metanol igerisinde ¢oktiiriilmiistiir. Donilistim ise yaklastk %6  bulunmustur.
Fotopolimerizasyon yonteminde ise diklorometan igerisinde baslatict olarak benzoin
kullanilarak 310 nm de 48 saatde yaklasik %6 doniisiim ile polimerizasyon gerceklesmistir
ve 'H-NMR spektrumu almmustir. Buna gére, linalool ve polimerinin spektrumlar:
arasmnda biiyiik farklar oldugu goriilmektedir. Ozellikle 6. karbona bagli H’in polimer
yapida kaydig gozlemlenmektedir (Sekil 4.22).
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Monomer miktari, baslatict (benzoin peroksit) miktari, reaksiyon sicakligi ve
reaksiyon siiresi degistirilerek polimerlesme reaksiyonu iizerine etkileri incelendi. Baslatici
miktarini %1- 5 arasinda degistirdigimizde baglatici miktart monomerin %1 ve %2’si kadar
oldugunda %doniisiimiin birbirinden farkli olmadigi, fakat %5 yapildiginda olusan
polimerlerin ¢okmesi zorlagtigindan % donilislim hesaplanamamistir. Reaksiyon oda
sicakliginda yapildiginda 96 saat sonunda herhangi bir degisiklik gozlenmemis olup,
polimerlesme ger¢ceklesmemistir.

Reaksiyon parametreleri; kullanilan baslaticilarin oranlari, reaksiyon siireleri ve
sicakliklart degistirilerek polimerizasyon iizerine etkileri incelenmis fakat doniisiim
oraninda herhangi bir degisiklik gbézlenmemistir. Bunun {izerine termal ve
fotopolimerizasyon yontemlerinde kullanilan radikalik baslaticilar yerine daha etkin olan
metal alkoksitlerden olan titanyum izopropoksit (TTIP) kullanilmistir. N2 atmosferi altinda
monomer ve TTIP reaksiyon ortamina aktarilmis ve oda sicakliginda 400 rpm de
karigtirilmistir. TTIP miktarlar1 ve reaksiyon siireleri degistirilerek reaksiyon iizerine
etkilerine bakilmistir. Fakat yapilan denemeler sonucunda reaksiyon siiresi sonunda
ortamda herhangi bir degisiklik gézlenmemis olup, reaksiyon sonunda polimer olusup
olusmadiginin anlasilmas1 i¢in ¢ozelti metanol igerisine damlatilmistir. Cozelti
damlatilmaya basladiktan kisa bir siire sonra beyaz kati partikiiller ¢okelmeye baslamis
fakat ¢coken bu beyaz katinin TTIP’in su ile reaksiyonu sonucunda olusan TiO2 katisi
oldugu anlasilmstir.

Poli(linalool) yapisinda, ana zincir iizerindeki her bir karbona bagli bir grup
bulundugundan ayrica bu grubun biiyiikligli ve birbirleriyle olan etkilesimleri gézoniine
alindiginda polimerik yapidaki sterik engel nedeniyle polimerlesme reaksiyonunun verimi

arttirtlamamaktadir.

4.5. a-Lipoik Asit Polimerizasyonu

ALA’in polimerlesmesi icin ilk yontem olarak termal olarak halka acilmasi
polimerlesmesi denenmigstir. Literatiire gore, ALA’nin erime sicaklifinin {iizerine
cikildiginda polimerlesmenin gerceklestigi belirtilmistir. Bu nedenle ALA 90 °C de N
atmosferinde 3 saat boyunca 1sitilip elde edilen viskoz sivi, soguk dietil eter igerisinde
coktiirtilmiistiir. Fakat olusan az miktardaki partikiiller kolloidal olarak ¢ozeltide kalmus,
katinin s1v1 fazdan ayrilmasi giliglesmistir. Elde edilen katinin IR ve H-NMR spektrumlari

alinmastir.
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Sekil 4.16. ALA ve polimerizasyon reaksiyonu sonucu elde edilen iirliniin IR Spektrumlari

Literatiir arastirmalarinda disiilfit polimeri elde etmek i¢in kullanilan diger bir
yontem ise radikal halka agilmasi redoks polimerizasyonudur ve su-organik faz arasinda
gerceklesen faz transfer polimerizasyonudur. ALA toluen igerisinde ¢oziilerek iizerine
ALA’nin molce 1, 2 ve 3 kat1 olacak sekilde trietilamin ilave edilmis ve karistirilarak
seyreltik H20: ilave edilmistir. Reaksiyon ortamina ilk trietilamin ilavesiyle fazi ilavesiyle
viskoz sar1 renkli bir sivi olusmustur. H20; ilavesi ile olusan bu sar1 renkli viskoz madde
beyaz renkli viskoz bir madde gozlenmis fakat kisa siirede homojen bir ¢ozelti olacak
sekilde ¢oziinmiistiir.

P(ALA) sentezi i¢in denenen diger yontemde ise ALA ve ALA’nin %1 1 olacak
miktarda p-toluensulfonik asit N2 atmosferi altinda sirasiyla 6, 12 ve 18 saat 105 °C de
karistirilmistir. 6 ve 12 saat sonunda polimerlesme gézlenmemisken, 18 saat sonunda ise
¢oOzelti igerisinde siyah partikiil olusumu gézlenmis fakat metanol ve su ilavesi ile herhangi
bir kat1 partikiiliin kalmadig1 gézlenmistir.

pALA sentezi i¢in termal olarak halka agilmasi haricinde denenen yontemlerden bir
digeride TTIP varliginda halka agilma reaksiyonu ger¢eklestirmektir. Metal alkoksitler
halka agilma polimerizasyonunda etkili birer baglatict olduklarindan siklikla
kullanilmaktadir®. Bunun i¢in, ALA toluen igerisinde ¢oziilerek N2 atmosferi altinda oda

sicakliginda 9%1- %5 araliginda TTIP kullanilarak 24 saat boyunca 400 rpm de
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karistirllmistir. Karistirma siiresi sonunda dietileter icerisine damlatilan ¢ozelti icerisinde
birka¢ dakika sonunda beyaz kati parcaciklar gézlenmistir. Fakat olusan bu katinin TTIP
nin su ile reaksiyonu sonucu olusan TiO2 oldugu etanol ve THF igerisinde maddenin

¢Oziinmemesinden anlasilmaktadir.

4.6. Makromerler

e-Kaprolaktonun %1’ i kadar baslatict (SnOctz) ve %]1°i kadar lipoik asit yada
sitronellol kullanilmistir. Oncelikle lipoik asit ya da sitronelloliin baslatic1 ile etkinlesmesi
icin toluen igerisinde N> atmosferi altinda 30 dakika boyunca 100 °C karistirilmis,
sonrasinda yine N2 atmosferinde monomer ilave edilmistir. Reaksiyon siiresi sonunda
olusan polimer metanol igerisinde c¢oktiiriilmiis ve metanol ile yikanmistir. Olusan
polimerlerin IR ve 'H-NMR spektrumlari alinmistir. PCL, THF ve DCM de ¢ok iyi

¢oOziiniirken olusan polimerlerin ¢oziiniirliikleri bu ¢oziiciilerde diisiiktiir.

PCL

PCL-LIP

%T

PCL-CIT

4000.0 3600 3200 2300 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 300 6500
.1

Sekil 4.17. PCL, PCL-Lip ve PCL-Cit IR Spektrumlari
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Sekil 4.18. PCL ve PCL-Lip *H-NMR spektrumlari

59

In]

5

k4

3

r2

ri




PCL
singte_pulse
\":F\k/\/\/o}\

— DMSO

-

1.6

.2

1.0

0.8

0.6

0.2

0.0

e

T T T T T T T T
5.0 4.5 4. 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

PA-CIT
single_pulse
CHj CHj; (0]
(0]
H3CJ\/\)\/\O )
T T T T T T T T
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)
PO ‘ ‘
angle_pulse

Jood
|
L

RN

1.5

1.0

0.5

0.0

r0.15

0.10

r0.05

r0.00

T
5.0 4.5 40 3.5 3.0

o épsm) L5 10 05 0.0
ange.puse
& i ‘
HsC obk/\/\/o |
|
5 40 35 % 20 15 w Vs

2.5
f1 (ppm)

Sekil 4.19. PCL ve PCL-Cit *H-NMR spektrumlari
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Polimer zinciri sonundaki lipoik asite veya sitranellole ait pikleri gorebilmek igin
model ¢alisma gergeklestirilmistir. Bunun igin, Lipoik asit yada Sitronelloliin baglatici ile
etkinlesmesi i¢in toluene igerisinde N2 atmosferi altinda 60 dakika boyunca 100 °C
karistirilmis, sonrasinda yine Nz atmosferinde monomer (Cl) ilave edilmistir. Reaksiyon
stiresi PCL-Lip i¢in 15 dakika, PCL-Cit i¢in 30 dakika olarak belirlenmistir. Reaksiyon
sonunda olusan polimerler metanol igerisinde c¢oktiiriilmiis ve yikanmistir. Olusan
polimerlerin Raman spektrumlar1 alinmigir.

Raman spektrumlarina gére PCL-Lip makromerinin spektrumunda 350- 400 cm™ de
gozlenen pik polimer zincirinin sonunda yer alan lipoik asit iizerindeki S-S bagma ait
oldugu goriilmektedir. PCL-Cit makromerinin Raman spektrumunda ise herhangi bir
farklilik gbzlenmemis olup, buna sebep olarak 30 dakikalik reaksiyon sonunda elde edilen

polimerin molekiil agirliginin polimer zinciri sonundaki C=C baginin goriilemeyecek kadar

biiyiik olmasidir.
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400 - —
350 ]
300
> ]
‘2 250 4
[«B]
£ ]
200
- »
150 -

I y | . I n | % ) . I y | . |
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
cm?

Sekil 4.20. PCL ve PCL-Lip Raman Spektrumlari
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Sekil 4.21. PCL ve PCL-Cit Raman Spektrumlari
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

5.1. Kitosan Boncuklar

%7 AA c¢ozeltisi igerisinde ¢oziinen kitosan karismakta olan %10’luk NaOH
igerisine insulin siringasi yardimiyla damlatilarak kitosan boncuklar elde edildi. Elde
edilen boncuklar distile su ile yikanarak yiizeydeki NaOH’den arindirildi.

Metanol icerisinde ¢oziinen CIN ve FEA %7 lik AA ¢ozeltisi igerisinde kitosanin
homojen ¢ozeltisi elde edildikten sonra %10’luk NaOH c¢ozeltisine insiilin siringasi ile
damlatilarak kitosan/FEA boncuklar1 elde edildi ve distile su le yikandi. Her bir gram
kitosanin 350 mg CIN hapsettigi GC/MS-MS yontemi ile, 1612 mg FEA hapsettigi ise
HPLC yo6ntemi ile bulunmustur.

Bodmeier ve ark. (1989) gelistirdigi yontem ve bu yontemdeki kiigiik degisiklikler
ile elde edilen kitosan kiirelerin ¢apraz baglayici bir ajan yardimiyla ¢apraz baglandigi
yapilan literatlir arastirmasi sonucunda goriilmistiir (Barreiro-lglesias ve ark. 2005). Bu
caligma sirasinda Bedmeier yontemi modifiye edilmis ve kitosan boncuklarin elde edilmesi
sirasinda doku miihendisligi uygulamalari c¢alismalarinda herhangi bir sorun teskil

etmemesi agisindan hicbir capraz baglayict madde ve yontem kullanilmamistir.

5.2. Kitosan Nanokiireler

%70 AA igerisinde hazirlanan kitosan ¢ozeltisden degisik parametrelerde
elektroegirme cihazi ile elde edilen kitosan nanokiirelarin SEM goriintiilerine bakildiginda
uygulanan voltaj arttiginda yapilarin kiireselden saptigi goriilmektedir. Akis hiz1
arttirlldik¢a daha diizgiin kiireler elde edilebilecegi gozlemlenirken, i¢c ve toplayict plaka
arasindaki mesafenin kitosan nanoparcaciklarinin morfolojisi tlizerinde etkisi olmadig
gbzlenmistir. Bunun nedeninin uygulanan voltajin artmasiyla olusan polimer jetin hizinin
artmas1 oldugu diisliniilmektedir.

Elde edilen SEM goriintiilerine gore, kitosanin %50’si ve %100’1 olacak miktarda
FEA ilave edilmesiyle nanokiirelarin diizgiin kiiresel yapida oldugu fakat nanokiirelarin
yaninda lif olusumununda basladig1 da gozlenmistir. Her iki FEA derisiminde de 18 kV
voltaj uygulandiginda lif olusumu ¢ok az iken voltajin 20 ve 23 kV’a yiikseltilmesiyle
olusan lif miktar1 da artmistir. Bunun nedeni FEA ilavesi ile elektroegirme yontemindeki
cozelti parametrelerinin (¢ozeltinin viskozitesi, ylizey gerilimi ve iletkenligl) degismis

olmasidir.
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Literatiir aragtirmasi sirasinda elektropiiskiirtme yontemi ile AA igerisinde hazirlanan
Kitosan ¢ozeltisinden nanokiireler elde edildigi goriilmektedir (Zhang ve Kavakami 2010).
Fakat elektropiiskiirtme yontemi kullanilarak FEA igeren kitosan nanokiireler ilk kez bu
calismada yapilmis ve FEA’iin kitosan nanokiirelerin morfolojisi iizerine etkileri

incelenmistir.

5.3. Kitosan Nanolifler

Kitosanin %3 derisiminde ¢ozeltisi AA:H2O:HFIP (90:9:1) ¢6ziicii sistemi igerisinde
hazirlanmis ve akis hiz1 0,2 ml/saat, uygulanan voltaj 18-27 kV arasinda ve elektrotlar
arasindaki uzaklik 12 cm olarak diizenlenerek elde edilen kitosan nanoliflerin SEM
goriintiileri kaydedilmistir. Buna gore, uygulanan voltajin artmasiyla beraber nanoliflerin
yaninda nanokiire olusumuda gozlemlenmektedir ki bunun nedeni artan elektrik alanla
beraber olusan jetin hizinin fazla artmasidir. 18 kV elektrik akimi uygulandiginda daha
diizgiin lifler olusurken akim 23 kV’a ¢iktiginda nanokiire olusumu lifden fazladir.

Kitosan ¢ozeltisi icerisine degisik oranlarda dogal antibakteriyel maddelerden FEA
ilave edildiginde ise uygulanan elektrik alanin artmasi ile lif olusumu artmaktadir. Bunun

sebebi ¢ozeltinin diisen voltaj1 ve yiizey gerilimi oldugu diistintilmektedir.

5.4. Linalool Polimerizasyonu

Dogal bir antibakteriyel madde olan linalooliin termal ve fotopolimerizasyon
yontemleriyle radikalik olarak polimerlestirilmis fakat olusan yapmin sterik engeli
nedeniyle doniistimleri %6 {izerine ¢ikmamustir. Elde edilen polimerden 1H-NMR
spektrumu elde edilmis ve reaksiyonun gerceklestigi gézlenmistir. Fakat, reaksiyon
parametreleri; kullanilan baslaticilarin  oranlari, reaksiyon siireleri ve sicakliklar
degistirilerek polimerizasyon iizerine etkileri incelenmis fakat doniisiim oraninda herhangi
bir degisiklik gézlenmemistir. Bunun {izerine termal ve fotopolimerizasyon ydntemlerinde
kullanilan radikalik baglaticilar yerine daha etkin olan metal alkoksitlerden olan titanyum
izopropoksit (TTIP) kullanilmistir. TTIP baslatic1 varliginda herhangi bir polimerizasyon
ger¢eklesmemistir.

Literatiir aragtirmalarinda Pathak ve Srivastava’nin (2012) yaptig1 ¢aligmalara gore
butilmetakrilat, stiren gibi vinilik baga sahip ¢esitli maddelerle kopolimeri yapilan
linalooliin, bu ¢alismada ilk defa homopolimeri yapilmistir. Poli(linalool) yapisinda ana

zincir iizerindeki herbir karbona bir grup baglanacagi ayrica bu gruplarin biyiikligi ve
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birbirleriyle olan etkilesimleri gozoniinde bulunduruldugunda yapidaki sterik engelin

varlig1 ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle reaksiyonun verimi arttirilamamaktadir.

5.5. Lipoik Asit Polimerizasyonu

ALA’in polimerlesme reaksiyonu i¢in termal halka acilmasi polimerizasyonu,
radikal halka ac¢ilmasi redoks polimerizasyonu ve metal alkoksit baslaticilar varliginda
polimerizasyonu gibi reaksiyonlar denenmis olup yalnizca termal yontemle polimerizasyon
gerceklestirilmis fakat olusan yapilarin muhtemel diisiik molekiil agirliklar1 nedeniyle
polimer ¢dziiciiden ayrilamamustir.

Rosenthal-Kim ve Puskas (2015) tarafindan yapilan caligsmalar esas alinarak
ALA’nin polimerizasyonu termal olarak halkadaki disiilfiir baglarinin acilmasiyla
gerceklestirilmistir. Fakat elde edilen polimerin veriminin diisiik olmast ve fiziksel

ozellikleri nedeniyle planlanan p(ALA) lifleri elde edilememistir.

5.6. Makromerler

Elde edilen makromerlerin *H NMR spektrumlarina bakildiginda Polikaprolakton
(PCI) ve Polikaprolakton-Lipoik asit (PCL-Lip) spektrumlari ayni gibi goziiksede, PCI-Lip
spektrumunda 3.3 ppm civarinda Lipoik asitin disiilfiir baginin bulundugu halkadaki -CH>
lerin  yarilmalar1 gozlenmektedir. PCl ile Polikaprolakton-Sitronellol (PCI-Cit)
spektrumlarina bakildiginda aralarindaki farklar gézlemlenmektedir. Ayrica PCl THF de
kolaylikla ¢6ziiliirken, PCI-Lip ve PCI-Cit makromerlerin ¢oziiniirliikleri azalmistir.

Raman spektrumlarina gére PCL-Lip makromerinin spektrumunda 350- 400 cm™ de
gozlenen pik polimer zincirinin sonunda yer alan lipoik asit iizerindeki S-S bagma ait
oldugu goriilmektedir. PCL-Cit makromerinin Raman spektrumunda ise herhangi bir
farklilik gbzlenmemis olup, buna sebep olarak 30 dakikalik reaksiyon sonunda elde edilen
polimerin molekiil agirliginin polimer zinciri sonundaki C=C baginin goriilemeyecek kadar
bliyiik olmasidir.

Polimerizasyon reaksiyonu siiresi sonunda reaksiyon ortamina LIP ve CIT ilave
edilmediginde  polimerlesme  gergeklesmezken, bu madddelerin ilavesi ile
polimerizasyonun kisa siirede gergeklestigi de gdzlemlenmistir.

Elde edilen bu makromerlerin, uglarinda bagli olan fonksiyonel gruplar1 sayesinde
baska molekiillerle birlestirilebilir, polimerlestirilebilir yapida olmalar1 sayesinde doku

miihendisligi uygulamalarinda kullanilabilmeleri 6ngdriilmiistiir.
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