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OZET

EPILEPSI TEDAVISINE YONELIK ETOSUKSIMID ICEREN POLILAKTIK
ASIT/BIZMUT FERRIT FiBER YAPILARIN URETILMESI VE
KARAKTERIZASYONU

Epilepsi, beyindeki sinir hiicrelerinin yogun ve tekrarlayan desarji nedeniyle beynin farkli
bolgelerindeki sinir iletiminin bozulmasi sonucu ortaya ¢ikan ve belirtilerin bir kisminin
ndbetlerle ortaya ¢iktig1 bir hastaliktir. Tedavi i¢in kullanilan antiepileptik ilaglarin (AEI)
biyoyararlanimin diisiik olmasi ve ndbet sirasinda ilaglarin agiz yoluyla uygulanamamasi,

yeni ila¢ dagitim sistemlerine olan ihtiyaci ortaya ¢ikarmistir.

Bu c¢alismada polilaktik asit (PLA)/bizmut ferrit (BFO, BiFeO3) karisimina etosiiksimid
ilag takviyesi sonrasi yapilan testler ile epileptik nobetler iizerine potansiyeli
incelenmistir. Oncelikle PLA ve farkli oranlarda BFO ile hazirlanan ¢ozeltiye belirli
oranda ¢oziicii eklenerek elektroegirme yontemi ile fiber iiretilmistir. PLA ¢6ziildiikten
sonra elektroegirme yontemi ile fiber olusumu i¢in optimum olacak sekilde belirli
oranlarda 5 mg, 7,5 mg ve 10 mg BFO ilave edilerek bir ¢ozelti hazirlanmistir. Hazirlanan
cozeltilerden elektroegirme ile elde edilen fiberlerin test sonuglar1 degerlendirilerek 5 mg
BFO katkili fiber secilmistir. ilag yiiklii fiberler, etosiiksimid (ETX) ilacinin farkli
oranlarda (10 mg, 15 mg ve 20 mg) aym prosediirlerle eklenmesiyle olusturulmustur.
Fiberlerin morfolojik yapisi, taramali elektron mikroskop (SEM) kullanilarak
incelenmistir. Inceleme sonucunda gerek rahat iiretim yapilabilmesi gerekse fiber
boyutlarinin homojen dagilimina bakildiginda, 5 mg BFO katkili numune ile ¢alismaya
devam edilmistir. Diferansiyal taramali kalorimetre (DSC) kullanilarak fiberlerin termal
ozelliklerine bakildiginda, saf PLA’ ya nazaran BFO ve ETX ilavesiyle birlikte Ty
sicakliklarinda bir azalma (40 °C), Tm sicakliklarinda ise artis (155 °C) gozlenmistir.
Fourier doniistimlii kizilotesi spektroskopisi (FTIR) ile fiberlerin kimyasal 6zellikleri
incelenmis ve olusan ana pik tiim numunelerde yaklasik olarak 1750-1770 cm™ araliginda
bir dalga boyu 6lclilmiistiir fakat olugma stirelerinde farkliliklar tespit edilmistir. Cekme
testi sonucunda mekanik o6zellikleri, en yiiksek cekme dayanimi (2.04 + 0.64 Mpa) % 10
PLA /5 mg BFO / 15 mg ETX olarak karakterize edilmistir. Viicut ici ortami, fosfat

tampon ¢oOzeltisi ile saglanarak farkli zaman araliklarinda Ultraviyole (UV) -
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Spektrofotometre ile elektrik kontrollii ve elektrik kontrolsiiz ilag salim 6zellikleri
irdelenmis ve ETX konsantrasyonu ylikseldikce ila¢ salimda yavaslama oldugu
gbzlenmistir. Sigsme davranisi ve son olarak insan néroblastoma hiicre hatt1 kiiltiirii (SH-
SYS5Y) ile hiicre canlilig1 testi basartyla tamamlanmistir. Hiicre canlilig1 ve ¢ogalmasinda
artis ve ayni zamanda 8 giiniin sonunda en yiiksek sisme orani (%340) , %10 PLA/5 mg
BFO/10 mg ETX (10) numunesinde gézlenmistir. Sonug olarak {iiretilen fiberlere, BFO
ve etosiiksimid ilavesi ile gekme mukavemetinde artis (sirasiyla; 2.49 = 1.01 MPa ve 2.04
+ 0.64 MPa), elektrik kontrollii ve elektrik kontrolsiiz ila¢ salimini yavaslatmis, sisme ve

hiicre test sonlarinda kabul edilebilir (sirasiyla; %340 ve %120) sonuglara ulasilmigtir.



ABSTRACT

PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF ETHOSUXIMIDE
CONTAINING POLYLACTIC ACID / BISMUTH FERRITE FIBER
STRUCTURES FOR EPILEPSY TREATMENT

Epilepsy is a disease that arises from the disruption of nerve conduction in different parts
of the brain due to intense and repetitive discharge of nerve cells, and some of the
symptoms manifest through seizures. The low bioavailability of antiepileptic drugs
(AEDs) used for treatment and the inability to administer drugs orally during seizures

have highlighted the need for new drug delivery systems.

Based on the results of a literature review, the objectives and goals of the thesis have been
determined. In this study, the effect of ethoxysuccinimide drug supplementation to
polylactic acid (PLA)/bismuth ferrite (BFO, BiFeO3) mixture on epileptic seizures was
investigated through tests conducted. Initially, fibers were produced using the
electrospinning method by adding a certain amount of solvent to a solution prepared with
PLA and different ratios of BFO. A solution was prepared by mixing 10% PLA into 20
ml of chloroform as the solvent. After dissolving PLA, a solution was prepared by adding
5 mg, 7.5 mg, and 10 mg of BFO in specific ratios to achieve optimum fiber formation
using the electrospinning method. The test results of the fibers obtained by
electrospinning from the prepared solutions were evaluated, and the fiber with 5 mg BFO
addition was selected. Drug-loaded fibers were created by adding ethoxysuccinimide drug
in different ratios (10 mg, 15 mg, and 20 mg) through the same procedures. The
morphological structure of fibers was examined using scanning electron microscopy
(SEM). Based on the examination results, both for ease of production and the
homogeneous distribution of fiber sizes, the study continued with a sample containing 5
mg of BFO additive. When the thermal properties of fibers were investigated using
differential scanning calorimetry (DSC), a decrease in T temperatures (40 °C ) and an
increase in Tm temperatures (155 °C) were observed with the addition of BFO and ETX
compared to pure PLA. The chemical properties of fibers were examined using Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), and the resulting main peak was measured at
approximately 1750-1770 cm™ in all samples. However, differences were detected in the

formation times. Mechanical properties were characterized through tensile testing, with
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the highest tensile strength (2.04 + 0.64 MPa) identified in the sample with 10% PLA /5
mg BFO / 15 mg ETX. In an in vitro environment provided with a phosphate buffer
solution, UV-Spectrophotometry was employed to examine the drug release properties at
different time intervals, both electrically controlled and uncontrolled. It was observed that
as the ETX concentration increased, there was a slowdown in drug release. Swelling
behavior was investigated, and finally, a cell viability test with the human neuroblastoma
cell line (SH-SYS5Y) was successfully completed. An increase in cell viability and
proliferation, along with the highest swelling ratio (%340), was observed in the sample
with 10% PLA/5 mg BFO/10 mg ETX (10). In conclusion, the addition of BFO and
ethosuximide to the produced fibers resulted in increased tensile strength (Successively;
2.49 £1.01 MPa and 2.04 + 0.64 MPa.), slowed electrically controlled and uncontrolled

drug release, and acceptable results in swelling and cell tests.
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1. GIRIS VE AMAC

Epilepsi, diinya ¢apinda 50 milyondan fazla insan1 etkileyen, spontan ve tekrarlayan
ndbetlerin varligi ile karakterize yaygin (Wang et al., 2022), provoke edilmemis
nobetler veya altta yatan bir epilepsi sendromu ile tanimlanan, yagamlar1 boyunca 26
kisiden 1'ini etkileyen (BoBelmann et al., 2023) ve 10 kisiden birinin ndbet gecirecegi
tahmin edilen yaygin ve ciddi bir ndrolojik hastaliktir. Epilepsi hastalarinin karsilagtigi
diger riskler ve sonuglara ek olarak bu yayginlik, epilepsiyi Amerika Birlesik Devletleri
(ABD)'n deki en kiilfetli dordiincii nérolojik hastalik haline getirmektedir (Fitzsimmons

et al., 2023).

Antiepileptik ilaclar (AEI'ler) epilepsi tedavisinin temel tasidir (Jiang et al., 2023a). Son
yirmi yilda ¢oklu AEI' lerin artmasina ragmen, epilepsili hastalarm yaklasik iigte biri
uygun AEI tedavisinden sonra ndbetsiz veya tatmin edici terapdtik etki elde
edememekte ve ilaca direngli epilepsi (IDE) haline gelmektedir (J. Wang et al., 2022).
Sistemik nobet Onleyici farmakoterapideki en biiylik engellerden biri, ¢ogu ilacin
merkezi sinir sistemine (MSS) gecisini kisitlayan kan-beyin bariyeridir (KBB)
(Buschhoff et al., 2022a). IDE genellikle hastalar ve bakicilar igin yikici sonuglar
dogurur; bunlar, erken 6liim riskinin artmasi, bedensel yaralanma riskinin artmasi,
psikolojik problemler, diisiik yasam kalitesi ve artan ekonomik yiikii igerir (Asadi-
Pooya et al., 2023). Epilepsili hastalar siklikla konsantre olma giicliigii, yavas isleme
hiz1 ve hafiza bozukluklar1 gibi biligsel sorunlarla bagvururlar. Bu problemler, daha
yiiksek nobet siklig1 yasayan, siklikla ¢oklu AEI kullanan, daha uzun hastalik siiresi ve
daha yiiksek psikiyatrik bozukluk prevalansi olan IDE hastalarinda daha belirgindir (Au
Yong et al., 2023). Epilepsi farmakolojik tedaviye olduk¢a direnglidir, hastalarin {igte
birinden fazlas1 birden fazla AEI almasina ragmen ndbet gegirmeye devam etmektedir
(Halliday et al., 2012). Tiim bu sebeplerden dolay1 epilepsi tedavisi i¢in alternatif

yontemler gelistirmek gerekmistir.

Epilepsi hastaligina yonelik diger caligmalardan farkli olarak, elektroegirme teknigiyle

fiber olusturma 6zelligi yiiksek olan, diger polimerlerle kolay etkilesime girip, capraz

baglanma olusturabilen, kimyasal ve termal dayanimi yiiksek, biyouyumlu bir polimer

olan Polilaktik Asit (PLA) kullanilmus, iletkenlik ve manyetik 6zelligi sebebiyle bizmut
1



ferrit (BFO) ¢ozdiriilmiistiir. Belirli oranlarda etosiiksimid (ETX) ilavesi yapilmistir.
AEIl tedavisi ile nébetleri kontrol edilmesi giic olan, direngli (refrakter) epilepsi

hastalarinin tedavisi i¢in farkli bir yaklasim ortaya koyulmustur.

1.1. Norolojik Hastahklar
1.1.1. Parkinson

Parkinson hastaligina (PH) sahip ¢ok sayida hasta vardir ve klinik bulgular olarak statik
titreme, bradikinezi ve miyotoni goriilmektedir. Erken tam1 ve tedaviyle yasanan
zorluklarin yani sira, mevcut tibbi miidahalelerin néron 6liimiiniin etkilerini yalnizca
kismen tersine c¢evirebildigi ve hastaligi kismen iyilestirebildigi gercegi nedeniyle
Parkinson hastalari i¢in beklenen sonug olumlu degildir (Gong et al., 2023). Yaslanma,
PH i¢in bir risk faktoriidiir ve bunun belirleyici 6zellikleri, substantia nigra'da
norodejenerasyon ve ciddi motor fonksiyon bozuklugudur (Mukherjee, 2021). PH' nin
evrimi yas, genetik ve cevresel faktorlerle iligkilidir ve genellikle dopaminerjik
noronlarin dejeneratif nekrozu, Lewy cisimciginin (LB) olusumu esas olarak tiim beyin
seviyesinde birden fazla beyin bolgesinde a siniikleinden (a-sin) olusur ve dopamin
ndrotransmiterlerinin azalmasi, PH olusumunun ana patolojik 6zellikleri olarak kabul
edilir. Cesitli bilimsel teoriler vardir ancak kesin patogenezi hala belirsizdir. Cok sayida
calisma, a-sin fonksiyonunun PH gelisimi i¢in gerekli oldugunu gostermistir. Asin
birikmesiyle sonuglanan protein homeostazisinin diizensizligi, beyin ndronal fonksiyon
bozukluguna ve PH' ye yol acar. Claessens'in ekibi, SH-SYS5Y hiicrelerinde ve
noronlarda a-sin' in dahil edilmesini saglamak icin denenen farkli yOntemleri

karsilastirdi (Gong et al., 2023).
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Sekil 1. Parkinson hastalig1 tipik semptomlari.

1.1.2. Alzheimer

Alzheimer hastaligi (AH), hiicre dis1 amiloid B (AB) peptidleri ve hiicre i¢i norofibriler
yumaklarla karakterize edilen en yaygin norodejeneratif hastaliklardan biridir (Xu et al.,
2023). AH, bilissel, hafiza ve yiiriitiicii islev bozukluklariyla karakterize, sinir
sisteminin sinsi, yavas ilerleyen dejeneratif bir hastaligidir. Su anda mevcut anti-AH
ilaclart yalmizca patolojik semptomlarin ilerlemesini geciktirebilir, ancak hastalik
siirecini etkili bir sekilde durduramaz ve tersine ¢eviremez, tedavinin kesilmesinden
sonra niiksetmeye egilimlidir (Gong et al.,, 2023). Bircok c¢alisma Alzheimer
hastalarinda oksidatif stres diizeyinde, katalaz gibi antioksidan enzimlerde ve
peroksizomal iliskili proteinlerde degisiklikler oldugunu gdstermistir. Ornegin, demans
semptomlari, insan beyin dokusunun farkli bolgelerindeki beyaz ve gri maddenin yani
sira girus frontalis'teki  plazmalojen seviyelerindeki dramatik azalma ile

iliskilendirilmistir (Xu et al., 2023).

1.1.3. Demans

Demans oncelikle yaslanmaya bagli bir hastaliktir ve ileri yas gruplarinda daha yiiksek
oranda goriliir. 1980'lerin baginda “sessiz salgin” olarak tanimlanmis olmakla birlikte,
Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan halk sagligi 6nceligi olarak kabul edilmistir
(Stevenson-Hoare et al., 2023). Biligsel gerileme ve fonksiyonel bozulma ile karakterize
norodejeneratif bir hastalik olan demans, klinik uygulamada biiyiik bir zorluktur.
Demansin ana nedenleri arasinda AH ve vaskiiler ve frontotemporal demans yer alir.

Demans, dil, algisal ve yiiriitiicli islevler gibi biligsel islevleri ve siklikla bireylerin
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davraniglarin1 etkiler. Demans, 65 yas ve lizeri yetigkinlerde nispeten yaygin bir

durumdur ve tedavisi heniiz kesfedilmemistir (Shi et al., 2023).

1.1.4. Epilepsi

Epilepsi, merkezi sinir sisteminin sik goriilen kronik bir hastaliklarindan biridir: 1000
kisiden 7-7.60' m da epilepsi goriilir ve prevalans acisindan felgten sonra ikinci
siradadir. Tekrarlanan nobetler bireylere, ailelere ve topluma hem psikolojik hem de
ekonomik agidan agir bir yiik getirmektedir. Yiiksek sakatlik orani ve epilepsinin uzun
seyri, WHO' nun bu noropsikiyatrik hastaliga odaklandig1 anlamina gelmektedir (Sun et
al., 2023). Bununla birlikte, vakalarin cografi dagiliminda bariz bir esitsizlik vardir;
diisiik ve orta gelirli tilkeler, yliksek gelirli tilkelere kiyasla daha biiyiik bir epilepsi yiikii
tasimaktadir. Ozellikle Sahraalti Afrika'da medyan epilepsi prevalansi %] 4'tiir;
bununla birlikte baz1 toplumlarda epilepsi prevalansinin %7in {izerinde oldugu rapor
edilmistir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada Kamerun'un bazi bolgelerinde yillik epilepsi
gorilme sikliginin 100.000 kisi bagina 171 oldugu bulunmustur (Ngarka et al., 2023).
AET' ler epilepsi tedavisinin temel tasidir (Jiang et al., 2023a). 30'dan fazla ndbet
onleyici ilag (NOI) bulunmasina ragmen, epilepsi hastalarinin iigte biri farmakolojik
tedaviyle nobetten kurtulamiyor. Her ne kadar bu bireylerin kayda deger bir kismi
epilepsi cerrahisi veya daha az siklikta diger tibbi miidahalelerle nobetten
kurtulabiliyorsa da diyet terapileri ve néromodiilasyon gibi farmakolojik tedaviler,
bliylik bir ¢ogunlugun uzun yillar boyunca, ¢ogunlukla da 6miir boyu, kontrol
edilemeyen, sakathga yol acan ndbetlerden muzdariptir. ilaca direncli epilepsi,
dogrudan fiziksel ve psikososyal etki de dahil olmak {izere bir¢cok faktdrden dolay1
diisiik yasam kalitesiyle iligkilidir. Sasirtict olmayan bir sekilde, bliyiik arastirma
cabalar1 IDE ve mekanizmalar1 hakkindaki anlayis1 gelistirmeye ve ilaca direngli
epilepsinin Ongoriilebilecegi, Onlenebilecegi ve iistesinden gelinebilecegi stratejiler
gelistirmeye odaklaniyor (Perucca et al., 2023). Epilepsi, 6nceki 5 yil boyunca NOI
alinmadan, nobetsiz gecen 10 yilin ardindan ¢6ziilmiis olarak kabul edilir. Niifusun
yaklasik 9%0,5-1'inde aktif epilepsi, %5'inde atesli nobet vardir ve diger nobetlerin
yagsam boyu prevalanst %5-10'dur (Harris & Angus-Leppan, 2023). Hastaliktan
etkilenenlerin ¢ogunlugu sistemik ila¢ tedavisi ile basarili bir sekilde tedavi

edilebilirken, hastalarin yaklasik %20-30'u farmakodiren¢ gostermektedir ve bunlarin



yalnizca kiiglik bir azinhig1 cerrahi miidahaleden fayda gormektedir. Buna gore
hastaligin etkili tedavisi biiyiik bir zorluk olmaya devam etmektedir. Sistemik antindbet
farmakoterapisindeki en biiyiilk engellerden biri, ¢ogu farmasdétigin MSS gecisini
kisitlayan KBB’ dir. Uygulama sekliyle ilgili olarak yeni aragtirma alanlari, kronik ve
lokalize ilag uygulamasina veya talep lizerine dagitima izin verebilecek gelismis
materyaller ve dagitim sistemlerini aragtirmistir. Cesitli epilepsi modelleri i¢in beyin
omurilik s1vis1 (BOS) yoluyla ilag dagitiminin etkili bir tedavi alternatifi olabilecegi ileri
stiriilmiistiir; ancak BOS ile interstisyel sivi arasindaki degisimi yonlendiren
mekanizmalar karmasiktir ve hala tam olarak anlagilamamistir (Buschhoff et al., 2022b).
AEI' leri dogrudan nobet odagina ulastirmak igin pratik ve klinik olarak uygulanabilir
yontemler son on yilda ortaya ¢ikmis ve hizla gelismistir. Fokal norolojik bozukluklarin
tedavisinde kanitlanmis potansiyele sahip bir ilag dagitim ¢oziimii, AEI' leri uzun siireler
boyunca dogrudan ndbet odagina salma kapasitesine sahip, intrakraniyal olarak
implante edilebilir bir cihaz bulunmustur. Bugiine kadar bu cihazlarin pek ¢ok tiirii
gelistirilmis ve en fazla ilerleme polimer bazli cihazlar1 arastiran aragtirmacilar

tarafindan saglanmistir (Halliday et al., 2012).

1.2. Epilepsi Tedavi Yontemleri

Epilepsi tanis1 konulan kisilerin cogu, AEI' ler ile tedavi edilir ve bunlarm %60-70'inde,
nobetlerde iyilesme saglanir. Geriye kalanlar ise ndbet gecirmeye devam ediyor olup
kronik sakatlayict1 ve potansiyel olarak damgalayict bir durumun sonuglarini
deneyimlemektedir. Bununla birlikte, remisyonun saglanmasi, kilo alim1 veya diisiik ruh
hali gibi doza bagl yaygin etkiler, psikoz gibi nadir ancak potansiyel olarak yasami
tehdit eden olaylar ve hafiza sorunlari gibi uzun vadeli etkiler dahil olmak iizere
olumsuz ilag etkilerine maruz kalirlar. AEI' ler epilepsinin klinik tedavisinin temelini
olustururken, 6nemi artan diger potansiyel ila¢ dis1 miidahaleler arasinda cerrahi ve
vagal sinir stimiilasyonu (VSS) yer almaktadir. Son zamanlarda direngli nébetlerin
diyetle kontroliine olan ilgi yeniden canlanmistir. Gevseme Terapisi, Biligsel Davranis¢i
Terapi ve Biofeedback gibi ndbet kontroliine yonelik psikolojik tedavi programlarinin
rolii de aragtirilmakta olup, yoga ve geleneksel Cin tibb1 gibi alternatif terapiler de

arastirilmistir (Ring et al., 2019).



1.3. Anti-Epileptik ilaclar

AET' ler epilepsi tedavisinin temel tasidir. Birgok AEI belirli bir serum konsantrasyonu
araliginda istenen terapotik etkiyi tiretiyor olup; daha diislik konsantrasyonlarin yetersiz
etki yaratma olasilig1 daha yiiksektir ve daha yiiksek konsantrasyonlar, olumsuz etkilerle
daha sik iliskilendirilir (Jiang et al., 2023b). Cesitli AEI' ler epilepsi tedavisi igin
onaylanmustir. Cogu zaman, durumun klinik tedavisinde AEI' leri birlestirme ihtiyaci
vardir ve yaygin olanlar1 karbamazepin, klobazam, fenitoin, valproat, lamotrijin ve

levetirasetami igerir (Opuni et al., 2021).

1.3.1. Etosiiksimid

ETX, absans epilepsi tedavisinde tercih edilen ilaglardandir (Greenhill et al., 2012).
AEI’ ler arasinda ETX esas olarak biling kaybiyla iliskili saniyede ii¢ déngii paroksismal
diken-dalga aktivitesi ile karakterize edilen absans (petit mal) epilepsi iizerindeki segici
etkisi i¢in kullanilir, ancak diger epilepsilerin tedavisi i¢in kullanilmaz. ETX' in ayrica
noroprotektif, anti nosiseptif ve yasam siiresini uzatici etkilere sahip oldugu ve ¢esitli
noropsikiyatrik bozukluklar1 tedavi etme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir.
(Kobayashi et al., 2009). Ethosuximide, yeni nesil antiepileptik ilaglarin siiksinimit
grubuna aittir. Stiksinimidler arasinda en az toksik olan basit absans ndbetinin tedavisi

i¢in tercih edilen bir ilagtir (Meenakshi et al., 2013).

Tablo 1. Etosiiksimid’ in kimyasal 6zellikleri (Meenakshi et al., 2013; SUTCU, 2019).

Formiil C7H11NO2
Molar Kiitle 141,168 g/mol
Molekiiler Yap1 H
O '
O
C,H;
CH,




lacin viicut sivisinda dogru dlgiimii, ilaglarla tedavinin optimizasyonu ve ayrica
ozellikle bebek ve g¢ocuklarda asir1 dozdan kaynaklanan toksisitenin ve ciddi yan

etkilerin 6nlenmesi i¢in son derece faydalidir (Zhang et al., 2020).

1.4. Doku Miihendisligi Uygulamalari, Alternatif Coziimler

Biyomedikal bilimlerde, O6zellikle yara iyilesmesinde, doku miihendisliginde ve
rejeneratif tipta, dogal bazli biyomateryallerin tasiyic1 olarak gelistirilmesi, c¢esitli
avantajlar1 ortaya ¢ikarmistir. Doku miihendisligi, hasar gérmiis dokuyu yenilemek icin
kullanilan tedavi yaklasimlarindan biridir. Polimerler, hiicrelerle yararli etkilesimleri
nedeniyle biiylik ilgi gérmiistiir ancak zayif mekanik 6zellikler gibi bazi dezavantajlar
da vardir. Nispeten genis ylizey alanlar1 nedeniyle nanopartikiiller polimerlerde 6nemli
degisikliklere neden olabilir ve mekanik 6zelliklerini gelistirebilir (Habibzadeh et al.,
2022). Biyouyumluluk, biyolojik olarak parcalanabilirlik, mekanik ve yiizey 6zellikleri
gibi ideal Ozelliklere sahip iskelelerin tasarim ve iretimindeki hassasiyet, doku
miithendisligi uygulamalari i¢in ¢ok onemlidir. Ayrica bu teknikler, iiretilen iskeleleri
tezgahtan potansiyel uygulamalara doniistiirebilmelidir. Nihai biyolojik tepkiyi elde
etmek amaciyla kontrollii nano-mikro yapilara sahip ideal ii¢ boyutlu yap1 iskelelerini
tasarlamak icin ¢ok sayida iiretim teknolojisi kullanilmistir (Suamte et al., 2023). Son
yillarda ¢esitli polimer bazli nanokompozitler iizerinde ¢alisilmis ve kullanilmis veya
doku miihendisligi uygulamalar1 yapilmistir. Bu biyolojik olarak parcalanabilen
nanokompozitlerin kemik dokusu ekimi ve iiretimi i¢in avantajli oldugu kanitlanmstir.
Biyomateryallerin iiretiminde polimerler, metaller ve seramikler yaygin olarak
kullanilmistir. Her ne kadar bazi polimerik malzemeler kemik dokusu miihendisligi
uygulamalarinda biyolojik olarak parcalanabilir ve biyoaktif olsa da kemigin
dayanimina uymamaktadir (Sagadevan et al., 2023). Doku miihendisligi alaninda
yapilan bagka bir ¢aligmada ise; sinir rejenerasyonunun, yasam kalitesini dogrudan
etkiledigi i¢in aragtirmacilarin her zaman biiyiik ilgisini ¢ekmesi konusu irdelenmistir.
Norolojik  bozukluklarin  birincil nedeni aksonal bozulma ve asosiasyon
dejenerasyonudur. Yaralanan sinirleri onarmak i¢in ¢esitli geleneksel ve yeni tedaviler
gelistirilmistir. Sinir yaralanmalarma yonelik tedaviler son zamanlarda fonksiyonel yap1
iskelelerinin gelistirilmesi yoluyla hiicre dist mikro ortamin taklit edilmesine

odaklanmistir. Noral gelisimin birgok yonii, uzun siiredir tizerinde ¢alisilan hiicre disi



matris (HDM) tarafindan diizenlenmistir. Buna néronal hiicre proliferasyonu,
farklilagsmasi, morfolojisi, aksonal ve dendritik uzama, go¢ ve baglant1 dahildir. HDM
nano Ol¢ekteki kurallara uydugu igin, sinirsel islemler i¢in tasarlanmis nano Olcekte
Ozelliklere sahip yap1 iskeleleri gelistirmek i¢in O6nemli bir c¢aba sarf edilmistir

(Habibzadeh et al., 2022).

1.5. Polilaktik Asit (PLA)

PLA’ nin molekiil yapis1 Sekil 2 de gosterilmis olup; PLA, yillar boyunca ambalaj
endistrisinde kullanimindan yararlanilan biyolojik olarak parcalanabilen dogal bir
polimerdir. PLA, seliilloz, misir, seker kamis1 ve diger polisakkaritler gibi tarim
tirtinlerinin fermantasyonu ile elde edilir. PLA, karsilastirilabilir mekanik 6zellikleri,
yiiksek seffaflig1 ve kolay islenebilirligi nedeniyle polipropilen ve polietilen gibi petrol
bazli polimerlerin yerini hizla almaktadir. Bununla birlikte, PLA filmin diisiik termal
stabilitesi ve zayif gaz bariyeri 0zelligi, ticari gida ambalajlama alternatifi olarak
kullaninminm1 engellemektedir (Gulzar et al., 2022). Biyolojik olarak pargalanabilen
polimerler, herhangi bir zararli madde olusturmadan bakteri, mantar veya alg gibi dogal
olarak olusan mikroorganizmalar tarafindan karbondioksit ve suya ayrisir (Lo et al.,
2022). PLA, insan klinik uygulamalari i¢in Gida ve Ilac Idaresi tarafindan onaylanmus,
biyouyumlu bir sentetik polimerdir. Son yillarda biiylik 6lclide cerrahi ve implante
edilebilir cihazlarin bir bileseni olarak kullanilmistir. PLA basarili bir sekilde egrilmis
ve elde edilen iskelelerin ¢esitli kimyasal ve biyolojik yonleri arastirilmigstir (Pitarresi et
al., 2010). Ham maddesi bitkilerden elde edilen PLA, biyolojik olarak pargalanabilirligi
ve biyouyumlulugu ile iinliidiir. PLA' nin diisiik hidrofobikligi, su/yagini ayirma
uygulamalarindan engellemektedir ve daha sonra -elektrospinning PLA fiber
membranina ¢esitli nanomateryaller dahil edilmistir (X. Chen et al., 2023). PLA toksik
olmayan, dogal ve biyolojik olarak parcalanabilen dogrusal, alifatik termoplastik bir
polyesterdir. Bununla birlikte, PLA' nin kendisi zayif bir hidrofiliklige sahiptir ve bazi
uygulamalar icin pratik gereklilikleri karsilamamaktadir (Liu et al., 2019).



n

Sekil 2. PLA’ nin molekiil yapisi.

1.6. Bizmut Ferrit

Son on yilda manyetoelektrik malzemelere olan talepte biiylik bir artis yasanmistir.
Gergek malzemelerden olusan bir smiftaki elektrik ve manyetizma arasindaki bu
etkilesim, son yillarda bir¢ok bilim insanini1 ve miihendisi biiyiilemistir. Multiferroikler
orijinal olarak ferromanyetizma, ferroelektriklik ve ferroelastisite gibi iki veya daha
fazla temel ferroik diizen parametresine sahip tek fazli bir malzemeyi ifade eder.
Manyetizma ve ferroelektrikligin yakindan baglantili oldugu multiferroikler olarak
adlandirilan bu tiir malzemelerin arastirilmasi, biiyiik teknolojik ve temel Gneme
sahiptir. BFO, dogal olarak olusan en umut verici kursunsuz oda sicakliginda (RT)
multiferroiklerden biridir. Mevcut tiim tek fazli multiferroikler arasinda, perovskit yapili
bizmut ferrit (BiFeOs, BFO olarak kisaltilir), yiiksek Curie sicakligina (T. = 850°C)
sahip ferroelektrik Ozellikleri ve Neel sicakligmin (Tn ' 370°C) altindaki
antiferromanyetik 6zellikleri nedeniyle ¢ekici bir coklu ferroik malzemedir. En 6nemlisi
kursunsuz bir malzemedir ve ¢evre dostudur (Anilkumar Singh & Basantakumar
Sharma, 2023). BFO fiberleri, elektrospinleme tekniginin sol-jel kimyasi ile
birlestirilmesiyle hazirlanmistir. Hazirlanan fiberlerin yapisal o6zellikleri, X-151m1
kirmimmi (XRD), taramali elektron mikroskobu (SEM) ve transmisyon elektron
mikroskobu (TEM) ile karakterize edilmistir. Elde edilen BiFeOs nanolifleri argon
atmosferinde tavlandiktan sonra eskenar dortgen perovskit yapi sergilemistir. Hem SEM
hem de TEM sonuglar1 BiFeOs liflerinin nanokristalin pargaciklardan olustugunu
gostermistir. BiFeOs fiberleri RT’ de ferromanyetik bir davranig sergilemis ve bu,
BiFeOs; parcaciklarinin nanometre boyutuyla iliskilendirilmistir. Bu, harici bir manyetik
alan uygulayarak BiFeOs fotokatalizorlerini siispansiyon sisteminden geri kazanmanin

kolay ve etkili bir yolunu saglamistir (W. Wang et al., 2013). Bu yap1 (BiFeO3) aynm
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zamanda antiferro manyetik ve ferroelektrik 6zelliklere de sahiptir. Bu malzemenin
nano pargaciklart sol-jel teknigi ile hazirlanabildigi gibi, hidrotermal teknikler gibi
yontemlerle de hazirlanabilir. BFO multiferroik oldugundan spintronik ve fotovoltaik
cihazlarin iiretiminde kullanilabilir. Ayrica dielektrik malzeme BiFeOs, bir elektrik
alan1 uygulanarak polarize edilebilen bir ferroelektrik yalitkandir (Salehi & Gholizadeh,
2023). Perovskit yapili bir ferroelektrik oksit yar1 iletken olan BiFeOs; (BFO), daha dar
bant aralig1 (2,1~2,7 eV) sayesinde giines enerjisinin %48'inin fotokatalitik faaliyetler
i¢in kullanilmasina olanak taniyan goriiniir 151k altinda yeni ortaya ¢ikan bir fotokatalitik
malzemedir. Ayrica BFO nanopargaciklarinin zayif ferromanyetizmast, katalizoriin sulu
¢ozeltiden ayrilmasini ve yeniden kullanilmasini kolaylastiracaktir (Li et al., 2023).

e
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Sekil 3. BFO’ nun kristal yapisi.

1.7. Ila¢ Tasima Yénteminde Fiber Kullanim

Nanofiberler olarak adlandirilan tek boyutlu (1D) nanomalzemeler, ¢esitli bilimsel ve
endiistriyel kullanimlarla iinlii hale gelmistir. Nanofiberler, insan sagindan bin kat daha
kiiciik capa ve yaygin olarak kullanilan diger temel malzemelere gére daha miikemmel
mekanik 6zelliklere (sertlik ve ¢ekme giicli gibi) sahiptir (Hiwrale et al., 2023). Aktif
madde yiiklii nanofiberler, yara iyilesmesi, cilt miihendisligi ve ilag salinimi gibi bir¢ok
alandaki uygulamalari nedeniyle daha da 6nem kazanmaktadir (Can Suner et al., 2022).
Nanofiberler, enerji depolama ve iiretim alanlari, su aritma ve cevresel iyilestirme ile
biyomedikal ve saglik hizmetleri alanlar1 dahil olmak {iizere cesitli uygulamalara
sahiptir. Nanofiberlerin pillerde ve yakit hiicrelerinde, siiper kapasitorlerde, glines
pillerinde ve hidrojen depolama cihazlarinda asir1 kullanimlar1 rapor edilmistir.
Kimyasal ve gaz sensorleri olarak hareket etmenin yan sira, nanofiberler su anda doku

miithendisligi ve rejeneratif tip, yara pansumani ve ilag ve terapdtik ajan dagitimlarinda
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onemli bir rol oynamaktadir. Son birka¢ on yil boyunca nanofiberler, benzersiz
fizikokimyasal Ozellikleri ve olusumlar1 i¢in biyouyumlu ve biyolojik olarak
parcalanabilen polimerlerin se¢imi nedeniyle ilag dagitim alaninda biyiik ilgi
kazanmistir. Elektrospun nanofiberlerin en ©Onemli alanlarindan biri, antikanser
ilaclardan ve antibiyotiklerden DNA, RNA ve proteinler gibi makromolekiillere kadar
cesitli biyolojik olarak aktif materyallerin viicuda kontrollii ve siirekli salinimidir.
Nanofibroz yapi iskeleleri, sistemik perfiizyonun dezavantajlarini azaltabilmis ve ilacin
terapotik etkilerini  kontrollii bir sekilde artirabilecek hedefli ila¢ dagitimini
saglayabilmistir (Thakur & Sankar, 2023).

Nanofiberler, geleneksel lifli malzemelerle karsilastirildiginda kiigiik ¢ap, yiiksek
gozeneklilik, genis spesifik yiizey alan1 ve mekanik 6zellikler gibi avantajlara sahiptir
ve boylece, bu 6zellikler fiberlerin ¢ok c¢esitli ilaglarla ve yeni ilag dagitim sistemlerinde
kullanilmasina olanak taninmistir. Ancak 6l¢ek biiylitme ve sanayilesme standardina
ulagsmak i¢in nanotasiyicilarin hazirlama verimliliginin ve ortalama {iriin kalitesinin
nasil iyilestirilecegi sorusu, arastirmacilar ve nano sirketler i¢in en acil sorunlardan biri
olmustur. Elektrospinning, nano ila¢ endiistrisinin verimliligini biiyiik dl¢iide gelistiren
esnek, verimli, homojen, tekdiize bir nano elyaf hazirlama teknolojisidir. Son yirmi
yildir giderek daha fazla arastirmaci, elektrospinning teknolojisiyle ilag
nanotagtyicilarinin hazirlanmasia odaklanmis ve dikkate deger sonuglar elde etmisitr.
Saf ilag molekiillerinin polimerlerle elektrospinleme yoluyla birlestirilmesi, siirekli
salim etkisine sahip ila¢ dagitim sistemleriyle sonuclanmistir (Shangguan et al., 2022).
Nanofiberler, HDM’ ye benzeyen ve hizalanan yap1 iskeleleri olusturma kapasiteleri
nedeniyle doku miihendisliginde kullanilir. Insan dokularmin nano dlgekli 6zelliklerini
kopyalamak i¢in nanofiberlerin ¢apina, gézenek boyutuna ve yoniine dikkat edilmelidir.
Tibbi cihazlarda ve ilag dagitim sistemlerinde kullanilan fiberler bir¢ok amaca hizmet
etmistir. Hastaliklar1 6nlemek, teshis etmek veya tedavi etmek, saglik amaciyla viicudun
isleyisini tespit etmek, Ol¢mek, onarmak, diizeltmek veya degistirmek igin
kullanilmislardir. Yapiskanli bandajlar, protezler, daha karmasik cihazlar ve kalp pilleri

fiber tibbi cihazlara yonelik uygulamalardir (Hiwrale et al., 2023).

1.8. Epilepsi Tedavisinde Fiber Kullanim

Nanoteknolojinin tip alaninda uygulanmasi, ekipmanlarin hassasiyetini ve ilaglarin
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cesitli parametrelerini artirarak birgok hastalifin tespitine ve tedavisine yardimci
olmakta ve dolayisiyla ilaglarin etkinligini arttirmaktadir. Nanopartikiiller KBB'yi
gecme yetenegine sahip olduklarindan, uzun yillardir teshis ve tedavisi zor olan beyin
hastaliklarinin ve bozukluklarinin teshis ve tedavisinde kullanilabilirler. Bununla
birlikte, kullanighliklarini ve etkinliklerini dogrulamak amaciyla bu pargaciklarin klinik
ortamlardaki toksisitesini ve biyobirikimini degerlendirmek i¢in daha fazla arastirmaya
ithtiya¢ vardir (Kumar et al., 2023). Nanopartikiillerin benzersiz temel 6zellikleri ve
sekil, boyut, biyolojik aktivite vb. gibi karakteristik 6zellikleri nedeniyle, kanserler,
kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, norodejeneratif hastaliklar (NH' ler) dahil yara
iyilegsmesi gibi farkli hastalik tiirleri i¢in yogun olarak calisiimaktadir. Alzheimer
hastalig1 (AH), Parkinson hastaligi (PH), Huntington hastali§i (HH) ve epilepsi gibi
cesitli ndrodejeneratif hastalik tiirleri vardir (Haque & Patra, 2022).

1.9. Fiber Olusum Yo6ntemleri

Ik 6nce %4 Polietilen Oksit (PEO)'in ortam kosullarinda manyetik karistirma ile
deiyonize su igerisinde gece boyunca ¢oziilmesiyle bir egirme ¢ozeltisi elde edilmistir.
Daha sonra fiberler, gelistirilen bir ultrasonla gelistirilmis elektrospinning cihazi
(USES) kullanilarak iiretilmistir (Nieminen ve digerleri, 2018). C6ziim USES sistemine
eklenmistir. 2,7 MHz siiriis frekansina, 100-300 Hz darbe tekrarlama frekansina, %11
gorev dongiisiine ve patlama basina 2970-990 dongii karsilik gelen dongii hizlarina
sahip darbeli siniizoidal bir sinyalle akustik bir gesme olusturulmustur. Elektrospinleme,
egirme ¢ozeltisi ile toplayici plaka arasina 9 kV'luk bir voltaj uygulanarak baglatilmistir.
Toplayici plaka ¢ozeltinin lizerinde 16 cm'lik sabit bir mesafede tutulmustur (E = 0.56
kV/em). USES %2040 RH ve 20-25 -C'de gergeklestirilmistir. PEO fiber matlari, 2
saatlik dondiirme isleminden sonra aliiminyum folyo {izerinde toplanmistir (Valoppi et

al., 2023).

1.9.1. Elektroegirme

Cesitli mikro veya nanofiberli malzemelerin miihendisliginde ¢ok yonlii, basit ve uygun
maliyetli bir yontem olan elektroegirme, biyomedikal alanda 6nemli gelismelere katkida
bulunmustur. Bununla birlikte, tek malzemenin geleneksel elektroegirmesi yalnizca
sinirl iglevsel 6zelliklere sahip homojen lifli diizenekler {iretebilir ve bu ¢ogu zaman

biyomedikal uygulamalarin giderek artan gereksinimlerini karsilamakta basarisiz
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olmustur. Bu nedenle, iki veya daha fazla tiirde malzemenin miihendisligine atifta
bulunan ¢ok malzemeli elektroegirme, biyomedikal gelismeyi biiylik Olciide tesvik
etmek icin gelismis performansa sahip cesitlendirilmis karmasik lifli yapilarin
tiretilmesini saglamak {izere yakin zamanda gelistirilmistir. Bu inceleme ilk olarak ¢ok
malzemeli elektroegirme yontemlerine genel bir bakis sunarak, farkli karmagik lifli
yapilar olusturmak i¢in bunlarin 6zelliklerini ve erisilebilirligini vurgulamistir. Cok
malzemeli elektroegirmenin belirli biyomedikal uygulamalar, yani doku miihendisligi
ve ilag dagitimi i¢in nasil yeni firsatlar agtigina dair bir bakis agis1 da sunmustur (Xing

etal., 2023).

™
‘ Nanofiber
Ry ,.
£

igne ucu =

Taylor konisi *

Jet «

Yiksek voltaj

Sekil 4. Elektroegirme yontemi.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullanilan Malzemeler

Kloroform (M = 119,380 g/mol) Sigma-Aldrich'ten (Istanbul, Tiirkiye), kullanilan
polimer PLA 2003D, Nature Works LLC, ABD' den temin edilmistir. Bizmut (III) nitrat
(BisO(OH)9(NO3)s, MW=1.461,99 g/mol), Demir (III) nitrat nonahidrat
(Fe(NO3)3*9H20, MW=403.95 g/mol) ve Nitrik asit (%65) Merck KGaA (Almanya)’
dan temin edilmistir. Fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) (pH 7.4), Chembio'dan (Istanbul,
Tiirkiye) satin alinmistir. Anti-epileptik ETX ilact Sigma-Aldrich' ten temin edilmistir.
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2.2. Bizmut Ferrit (BFO) Sentezi

Ik olarak 10 mL nitrik asit i¢inde, 1,86 g Bi(NOs); SH20 manyetik karistiricida 30
dakika 300 rpm'de karistirilmistir. Sonrasinda 10 mL distile su i¢inde, 2,58 g demir
nitriir (Fe(NO3)3,9H20) 15 dakika 300 rpm'de karistirllmistir. Her iki soliisyonun
tamami ¢oziindiikten sonra, dnceden hazirlanan bizmut ve demir nitriir ¢ozeltileri ayni
beherde karistirllmistir. Bir filtre kagidi yardimiyla siiziilerek, birkag¢ kez distile su ile
yikanmistir. Elde edilen tozlar 100 °C'de 24 saat etiivde kurutularak BFO partikiilleri
elde edilmistir /LGAR. §. Ocak 2023).

Sekil 5. Sentez Sonucu Bizmut Ferrit partikiilleri.
2.3. PLA, BFO ve ilac Yiiklii Cozeltilerin Hazirlanmasi

Iag yiiklii PLA fiberleri elektrospinleme ile iiretilmistir. Her bir polimer ve antiepileptik
ilag (Precisa XB 220A SCS (Almanya)) tartilarak kullanilmistir. Daha 6nce optimize
edilmis olan %10 (2g) PLA, 6nce 20 ml kloroform (M = 119,380 g/mol) i¢inde eritilmis
ve soliisyon manyetik kanstiricida (Wise Stir®, MSH-20A, Wertheim, Almanya)
sicaklik olmadan 350 rpm' de iki saat homojenize edilmistir. 4-5 damla Tween 80
eklenmis ve 15 dakika daha karistirilmistir. Kloroformun berrak ve homojen ¢ozeltileri
elde edildikten sonra 3 farkli konsantrasyonda BFO karistirilmistir. Kloroformun berrak
ve homojen cozeltileri elde edildikten sonra polimer ¢ozeltileri elde etmek icin 5 mg,
7,5 mg ve 10 mg olmak iizere 3 farkli konsantrasyonda BFO ayr1 ayr ilave edilmis ve
ayn1 karistirma kosullarinda 30 dakika daha karistirllmistir. Son olarak %10 PLA /5 mg
BFO polimer soliisyonuna farkli oranlarda 10, 15 ve 20 mg antiepileptik ilag¢ ETX ilave
edilerek 40 dakika daha karistirilmistir. Soliisyonlar elektrospin cihazinda fiber liretimi

icin 10 ml’ lik siringalara alinmastir.
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Sekil 6. PLA, BFO ve ila¢ Yiiklii Cozeltilerin Hazirlanmast.

2.4. Elektro-Egirme Yontemi ile BFO ve Etosiiksimid Yiiklii PLA Fiberlerin
Uretimi

Fiberlerin {iretimi i¢in topraklanmis aliiminyum elektrot plakali ve metalik igneli
elektrospin cihazi (Inovenso, Istanbul, Tiirkiye) kullanilmistir (Sekil 1). Her ¢ozeltiden
10 ml hazirlanmis ve bir siringa pompasi (IPS-12, Inovenso, Tiirkiye) ile akitilmistir.
Nanometre boyutunda fiberler elde etmek i¢in iletkenlik ve akis hiz1 optimize edilmistir.
PLA, PLA/BFO ve PLA/BFO/ETX soliisyonlar: siringaya ayri ayri aktarilmistir; igne
ile toplayici arasindaki mesafe 15 cm, akis hiz1 1-3 ml/h arasinda degerler denenmistir.
Igne ucunda tikaniklik yasanmayacak sekilde 2 ml/h olarak ayarlanmis, 19 numarali
igne ucu kullanilmis ve voltaj parametreleri 25-30 kV homojen fiberler iiretecek sekilde
tasarlanmistir. Sonuglar1 daha iyi yorumlayabilmek adina, farkli konsantrasyonlarda

hazirlanan ¢ozeltiler i¢in belirlenen proses parametreleri degistirilmemistir.

A Segilen solventte @ 'I‘; - igne takilir
\bl A5\ malzeme ¢820l0r —

» ' -
Siringa pompasi
@ '@ ‘ baglatilir (ml/dk)
Sinngaya yiklenir

Elektrospun

" (6 ol malzemesi toplanir
Sinngay: sinnga 0
pompasina takilir

Sekil 7. Elektroegirme yontemi ile liretime hazirlik ve yontem.

()
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2.5. Uretilen Fiberlerin in Vitro karakterizasyonu

2.5.1. Uretilen fiberlerin morfolojik analizi (sem)

Ilag yiiklii veya ila¢ yiiklii olmayan fiber yapilarmin morfolojik analizi, fiberlerin
yiizeyleri altinla kaplandiktan sonra taramali elektron mikroskobu (SEM, EVA MA 10,
ZEISS, Almanya) kullanilarak yapilmigtir. Her fiberin ortalama gozenek boyutu ve
dagilimi, her Ornek fiberin SEM goériintiilerinden rastgele 100 fiber se¢ilmis ve
gorlintiilleme yazilimi1 (Olympus AnalySIS, Waltham, MA, ABD) ile analiz edilmistir.
Cap dagilim grafikleri SPSS yazilimi1 kullanilarak olusturulmustur.

2.5.2. Uretilen fiberlerin kimyasal analizi (ftir)

Fiberlerin kimyasal 6zelliklerini 400 ve 4000 cm™ tarama araliginda ve 4 cm’!
¢oziiniirliikte analiz etmek icin Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi (FT-IR) Spektrometresi
(Jasco, FT-IR 4700, Shimadzu) kullanilmistir. Spectra Manager— yazilimi kullanilarak

analiz sonuglar1 kaydedilmistir.
2.5.3. Uretilen fiberlerin termal analizi (dsc)

Fiber yapilarin termal davranisi, 10 °C/dk tarama hizi ile 25 °C ila 200 °C arasindaki
sicakliklarda diferansiyel tarama kalorimetrisi (DSC, Shimadzu, Tokyo, Japonya)
kullanilarak analiz edilmistir. Analiz sonucu tiim veriler, kullanilan yazilim ile grafige

dontistiirilmiistir.
2.5.4. Uretilen fiberlerin mekanik analizi

Fiber yapilarin kopma mukavemeti ve uzamasi bir Shimadzu (EZ-X, Tokyo, Japonya)
¢ekme test cihazi ile belirlenmistir. Cekme testi Oncesinde fiberler ilk olarak 10 mm
genisliginde ve 50 mm uzunlugunda olacak sekilde hazirlanmistir. Her bir fiberden ti¢
numune hazirlanmig olup, bir dijital mikrometre (Mitutoyo MTI Corp., ABD)
kullanilarak tist ve alt bolgelerden 6l¢iilmiis ve tim numuneler, mekanik gerilme test
cihazinda tek eksenli olarak dogrudan ¢enelerin arasma konumlandirilmistir. Olgiilen
tiim fiber yapilarin test sonuglar1 6zel bir bilgisayar programina girilerek test baslatilmig

ve analiz sonuglari ile fiberlerin gerilme-gerinim egrisi olugturulmustur.
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2.6. ilacin Fiberlerden In Vitro Ortamda Saliminin incelenmesi

2.6.1. Elektrik kontrolsiiz ila¢ salimin incelenmesi

Ilag salim analizindeki ilk adim, ilag yiiklii fiberler 5 mg tartilmis ve bunlar1 1 ml PBS
(pH 7.4) iceren Eppendorf tiiplerine yerlestirilmistir. Uretilen her bir fiber kiigiik
parcalar (10 mm x 10 mm) halinde kesilmis, bunlar daha sonra 1 ml PBS (pH 7.40)"a
daldirilmis ve numuneler daha sonra 37 °C bir termal c¢alkalayicida (BIOSAN TS 100)
yikanmistir. 360 rpm'de inkiibe edilmistir. Anti-epileptik ilag ETX’ in salim profilini
0lecmek i¢in ¢esitli zaman araliklar kullanilmistir: 15 dakika, 30 dakika, 60 dakika, 120
dakika, 7 saat ve 12 saat. Her zaman araligindan sonra PBS'yi 6l¢mek i¢in bir UV 1280
spektrofotometre (SHIMADZU, 190-300 nm) kullanilmistir. Her 6l¢iimden sonra,
sonraki Ol¢limler i¢in mevcut fiberlere 1 ml taze PBS ilave edilmistir. Tahliye edilen
¢ozeltinin konsantrasyonlari, bir grafik ve standart bir kalibrasyon egrisi kullanilarak
belirlenmistir. Anti-epileptik ETX ilacinin dnceden belirlenmis konsantrasyonlart (0.2,
0.4, 0.6, 0.8 ve 1 pug/mL) hazirlanmis ve bir UV-1280 spektrofotometre kullanilarak
analiz edilmistir. Kalibrasyon egrisinden elde edilen en yiiksek absorbans degerleri,

absorbans grafigini olusturmak i¢in kullanilmistir.
2.6.2. Elektrik kontrolii altinda ila¢ salimin incelenmesi

Elektrikle kontrol edilen ila¢ salim ¢alismasinda kurulu bir salim devresi kullanilmstir.
Ilag yiiklii fiberler 5 mg tartilmis ve 1 ml PBS pH 7.40 ile eppendorf tiiplerine
yerlestirilmistir. Eppendorf tiipline elektrik aktarmak icin bir Ag/Pt elektrodu
kullanilmistir. Deneyler 10 V sabit voltaj ve 50 Hz frekansta gerceklestirilmis ve fiberler
sirasiyla ve belirlenen araliklarda, 5 saniye ile 120 dakika arasinda elektrik akimina
maruz birakilmistir. Elektrik alan uygulandiktan sonra PBS ependorf tiiplerine alinmis
ve UV absorbans oOl¢iimleri ile bir (190-400 nm araliklarinda) dalga boyundaki

absorbans degerleri belirlenmistir.

2.7. Uretilen Fiberlerin Biyouyumluluk Testinin Yapilmasi

2.7.1. MTT testi

Uretilen fiber yapilarin biyouyumluluk 6zellikleri human neuroblastoma hiicre hatti

(SH-SY5Y ((CRL-2266), ATCC, Maryland) ile test edilmistir. Tiim fiberler, testten
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once 24 saat UV ile sterilize edilmistir. Hiicre sayimi i¢in MTT (CyQUANT™ MTT
Cell Viability Assay, Waltham, Massachusetts) testi yapilmistir. SH-SYSY hiicreleri
96-kuyulu plakalara her deney dért kez tekrarlanacak sekilde 2x10* hc/ml olarak %10
fetal sigir serumu ve 10,000 units/ml penisilin ve streptomisin igeren 100 pl hacimli
hiicreler DMEM besiyerine ekilmis ve fiberler gruplarina gore ayrilarak kuyulara
eklenmistir. Hiicreler %5 CO; varliginda 37°C’ de kiiltiire edilmistir. Ekimin 1., 3. ve 7.
giinlerinde MTT deneyleri yapilmistir. Sayimin yapilacag giinlerde besiyeri atilmis ve
her kuyuya 100 pl taze besiyeri eklenmistir. Ardindan kuyulara 10 pl MTT stok
soliisyonu (12 mM) eklenerek 2,5 saat 37°C” de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi
her kuyuda 25 pl kalacak sekilde geri kalan besiyeri, lizerine 50 ul DMSO eklenmis ve
yukar1 asagi karistirilarak 37°C” de 10 dakika daha inkiibe edilmistir. Daha sonra 6rnek
dolu kuyular tekrar hafifce karistirilmis ve Snergy H1 Biotek cihazinda (Santa Clara,
USA) 540 nm’ de spektroskopik 6l¢iimii yapilmigtir.

2.7.2. Floresan boyama teknigi

DAPI boyamasi i¢in yukarida agiklandigi gibi biiyiitiillen SH-SY5Y hiicreleri belirtilen
siireler boyunca ETX' e maruz birakilmistir. Islemden sonra hiicreler PBS ile yikanmis
ve ardindan 30 dakika boyunca buz soguklugunda asetonda sabitlenmistir. Hiicreler
daha sonra iki kez PBS ile yikanmis ve karanlikta 10 dakika boyunca DAPI (300 nM)
ile boyanmistir. Hiicreler floresan mikroskop altinda tanimlanmis ve goriintiiler bir

Leica DMI 6000B floresans mikroskobu (Wetzlar, Almanya) kullanilarak ¢ekilmistir.

2.8. Uretilen Fiberlerin Sisme ve Bozunma Testlerinin Yapilmasi

Uretilen fiber yapilarin, viicut ortaminda sisme ve bozunma davranislari in vitro
ortamda yapilan sisme ve bozunma testleri ile analiz edilmistir. Her fiber yapidan 3 er
adet numune tartilarak not edilmis ve fiberler 1 ml fosfat tamponlu ¢6zelti (PBS, pH:7.4)
bulunan eppendorf tiiplerinin igerisine yerlestirilmistir. Hazirlanan numuneler, sicakligi
37 °C olan ve karigtirma hiz1 270 rpm e ayarlanan termal karistirictya koyulmus ve 24
saatte bir numuneler tartilarak Sl¢iim sonuglart not edilmis ve ayn1 PBS i¢ine tekrar
yerlestirilerek ayni sartlarda termal karistiricida ¢alkalama iglemine maruz birakilmastir.
Bu test 7 giin boyunca ayni sekilde devam etmistir. Numunelerin ilk (kuru) agirliklari

tizerinden sigsme yiizdeleri belirlenmistir.
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Bozunma davranislari ise hazirlanan numunelerin PBS igerisinde 8 giin bekletilmesi ve
haftada 2 defa 6l¢lim alinmasi ile belirlenmistir. Test sirasinda her 6l¢iim sonrasi PBS

degistirilmistir.
3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. Fiberlerin Morfolojik Ozelliklerinin Incelenmesi

Uretilen fiberlerin mikroyapi, kesit ve yiizey morfolojileri SEM analizi ile incelenmistir.
%10 PLA igeren soliisyona 5 mg, 7,5 mg ve 10 mg BFO eklenmis olan fiberler de ayr1
ayrt analiz edilmistir. SEM goriintiilerinin incelenmesi sonucunda en uygun
konsantrasyona ve iiretim esnasinda uygulanan parametrelere karar verilmistir. Sekil 8
ve Sekil 9 da goriilen SEM goriintiilerinin her birinden 100 farkli fiber ¢cap dlgiimleri
yapilmis olup, dl¢iilerin sonucunda her numunenin SEM goériintiilerine istinaden alinan
cap Ol¢timlerinin grafikleri olusturulmustur. Sekil 8 (a) da %10 PLA nin hem 500X hem
de 3.00 kX biiyiitme ile homojen ve temiz bir goriintii elde edilmistir. %10 PLA nin
ortalama fiber ¢api, Sekil 8 (a) da grafikte de goriildiigi tizere 3,00+0,91 pum olarak
Olciilmiistiir. Sekil 8 (b) de %10 PLA /5 mg BFO hem 500X hem de 3.00 kX biiylitme
goriintlilerinde de goriildiigii iizere genel olarak homojen ve temiz bir goriintii olmasiyla
birlikte fiberlerin ortalama capinda bir artis goézlenmistir. Grafikte de goriildiigii gibi
ortalama fiber ¢ap1 5,69+1,56 um olarak 6l¢iilmiis ve Sekil 8 (¢) de %10 PLA / 7,5 mg
BFO hem 500X hem de 3.00 kX biiylitme goriintiilerinde goriildiigi gibi fiberler
arasinda gozenek, bosluklu bir yap1 vs. gézlenmemistir. Fiberlerin ortalama ¢apinda
%10 PLA’ ya gore artis meydana gelmis ve 4,79+1,18 um olarak ol¢iilmiistiir. Sekil 8
(d) de %10 PLA / 10 mg BFO hem 500X hem de 3.00 kX biiyiitme ile alinan
gorlntiilerde gozenekli yap1 goriilmemis olmakla birlikte fiber caplarinin kendi
iclerinde homojen olmadig: tespit edilmistir. Bununla birlikte 6lgiilen ortalama fiber
capinda diger 3 numuneye istinaden artig gézlenmistir. Fiber capindaki artisin sebebi,
BFO ilavesi ile birlikte yogunlukta artis meydana gelmis ve viskozite de artmistir

seklinde yorumlanmustir.

Tiim goriintiiler ve sonuglar ele alindiginda, gerek fiberlerin homojen dagilimi, piiriizsiiz
olusu gerekse fiberlerin ortalama caplarina gére minimum ve maksimum degerdeki
numunelerin uygun olmadig: diisiiniilmiis ve elenmistir. %10 PLA / 7,5 mg BFO’ dan

elde edilen fiberlerin ortalama ¢apinin, minimum degerde olan %10 PLA’ dan elde
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edilen fiberlerinin ortalama ¢apina yakin degerde olmasi sebebiyle elenmistir. Ortalama

degerde olan %10 PLA / 5 mg BFO numunesi ile ¢aligmaya karar verilmistir.

Calismaya karar verilen %10 PLA / 5 mg BFO soliisyonuna farkli oranlarda ( 10 mg,
15 mg, 20 mg ) ETX ilave edilerek fiberler iiretilmistir. Uretilen fiberlerin yiizey
morfolojileri, SEM analizi ile alinan goriintiiler {izerinde incelenmistir. 10% PLA/5mg
BFO/10mg ETX olan fiberin Sekil 9 (a) SEM goriintiisii incelendiginde fiber ¢aplarinin
4,53+1,02 um, 10% PLA/5mg BFO/15mg ETX (b) incelendiginde 4,80+1,23 um, 10%
PLA/5mg BFO/20mg ETX (c) incelendiginde ise 4,03+1,03 um olarak gozlenmistir.
ETX miktarinin artisi ile birlikte fiber ¢aplarinda biiyiik farkliliklar olmamakla birlikte,
ETX konsantrasyonu en yiiksek olan fiberin ¢ap1 en diisiik olarak gézlenmistir. Ayni
zamanda ETX ytiklii olan fiberlerin ¢api, kontrol grubuna (%10 PLA /5 mg BFO) gore
daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 8. %10 PLA (a), %10 PLA /5 mg BFO (b), %10 PLA /7.5 mg BFO (c), %10
PLA /10 mg BFO (d) Fiberlerinin sem sonuglari.
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Sekil 9. %10 PLA /5 mg BFO /10 mg ETX (a), %10 PLA /5 mg BFO / 15 mg ETX
(b), %10 PLA /5 mg BFO /20 mg ETX (c) Fiberlerinin sem sonuglari.

3.2. Fiberlerin Kimyasal Ozelliklerinin incelenmesi

%10 PLA, %10 PLA / 5 mg BFO ve ila¢ yiikli fiberlerin kimyasal 6zelliklerinin
incelenmesi i¢in fourier transform kizilotesi spektroskopisi (FTIR) kullanilmigtir. Sekil
10 da ana polimer olan PLA’ nin ve farkli konsantrasyonlar bulunan ilag ytiklii fiberlerin

olusan absorpsiyon pikleri gosterilmistir. PLA fiberinin FTIR spektrumunu Sekil 10 (a)
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da gosterilmistir. Ana absorpsiyon pikleri ~1770 cm™! (C=0 titresimi), ~1450 cm!
(CH3 asimetrik makaslama), ~1080 cm™! (C-O-C gerilmesi), ~1040 cm! (C—CH;
gerilmesi) ve ~860 cm™! (C—COO gerilmesi) olarak agiklanmustir (Croitoru et al.,
2021). Farkli bir calismada elde edilen sonuglar incelendiginde; dalga boyu 1500 ila
1000 cm™ bolgesindeki bantlar PLA kristalizasyon siirecine olduk¢a duyarli ve
asimetrik CH; deformasyon titresimlerine atfedilebilen 1456 cm''deki bant
yogunluklar1 PLA kristallesmesiyle birlikte artmistir. 1700 cm "den 1800 cm™"e kadar
olan bant, izotermal kristallesme sirasinda C—O'nun esneyen titresim bolgesi olarak
belirlenmistir (D. Chen & Zhen, 2021). Sekil 10 da goriildiigii iizere ana pik 1750-1770
cm’! araliginda bir dalga boyu &lciilmiistiir. Yapilan analiz sonuglari literatiirle
karsilastirildiginda da benzer sonuclar elde edildigi gozlenmistir. Sekil 10 (b) de %10
PLA ve 5 mg BFO bulunan nanaofiberin absorbsiyon zirveleri gosterilmistir. %10 PLA
nin oldugu fibere nazaran piklerin olustugu dalga boylarinda ¢ok farklilik meydana
gelmemistir. Piklerin olusma stirelerinde farkliliklar gézlenmistir. Sekil 10 (c, d, e) de
ise %10 PLA ve 5 mg BFO olan fiberde, sirasiyla 10 mg ETX, 15 mg ETX ve 20 mg
ETX ilavesi sonucu olugan dalga boyu ve siireleri goriilmiistiir. Grafikler genel olarak
birbirine benzer sonuglar géstermis ve tek fark ETX ilavesinin dalga boylarini olugturma

stireleri olarak tespit edilmistir.
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Sekil 10. %10 PLA, %10 PLA/5 mg BFO ve ETX yiiklii fiberlerin FTIR spektrumlart:
%10 PLA (a), %10 PLA/5 mg BFO (b), %10 PLA/5 mg BFO/10 mg ETX (c), %10
PLA/5 mg BFO/15 mg ETX (d), %10 PLA/5 mg BFO/20 mg ETX (e).

3.3. Fiberlerin Termal Ozelliklerinin Analiz Edilmesi

Elde edilen fiberlerin termal Ozelliklerinin analiz edilmesi i¢gin DSC yOntemi
kullanilmistir. Sekil 11 de goriildiigii gibi hem %10 PLA ve referans segilen 5 mg BFO
icerikli fiber hemde farkli konsantrasyonlarda ETX ilavesi yapilan fiberlerin erime
sicakliklart (Tm) ve camsi gecis sicakliklarinin (Tg) grafigi ortaya ¢ikmustir. Saf PLA
yar1 kristal veya amorf bir polimer olmakla birlikte, yaklasik olarak 55 °C cams1 gecis
sicakligina ve 180 °C erime sicakligina sahiptir. (Hamad k. ve Ark.) Yapilan calisma
sonucu Sekil 11 (a) de goriildiigii tizere Ty sicakligt yaklasik olarak 62 °C ve Tr, sicakligt
ise 153 °C de gozlemlenmistir. Tg sicakligr tipik PLA nin Ty sicakligina ¢ok da uzak
olmayan bir deger olarak analiz edilmistir. %10 PLA/S mg BFO olan numunenin
sonuclarina bakildiginda, T, sicakliginin saf PLA ya gore diisiik oldugu (40°C) ve T
sicakliginin ise artig gosterdigi (155°C) goézlenmistir. %10 PLA/5 mg BFO olan
fiberlerin 3 farkli konsantrasyonda (10 mg, 15 mg ve 20 mg) ETX eklenmesiyle birlikte
T, sicakliklarinda bir azalma, Tn sicakliklarinda ise artis meydana gelmistir. Bu

durumun sebebi olarak, karigimda artan hacim orani olarak diistiniilmiistiir.
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Sekil 11. a) %PLA, b) %10PLA/S mg BFO, c) %10PLA/5 mg BFO/10 mg ETX, d)
%10PLA/5 mg BFO/15 mg ETX, e) %10PLA/5 mg BFO/20 mg ETX numunelerinin
grafigin alt kismindan itibaren sirasiyla DSC analiz sonuglari.

3.4. Fiberlerin Mekanik Ozelliklerinin Analiz Edilmesi

Elektroegirme yontemi ile liretilen fiberlerin nerede ve ne sebeple kullanilacagina gore
belirli bir mekanik davramis goOstermesi beklenmistir. Mekanik 6zelliklerini
belirleyebilmek i¢in, fiberlerin belirli bir kuvvet altinda gosterdigi mekanik davraniglar
incelenmigtir. Fiberin kullanilacagi yere uygun Ozelliklerde olmasi beklenmis ve
gereginden fazla yumusak veya sert olmamasi istenmistir. Gerek uygun sertlikte olmasi
gerek mekanik o6zelliklerinin gelistirilebilmesi i¢in farkli malzemelerin bir araya
getirilmesiyle kompozit malzemeler tiretilmistir. Tek eksenli ¢ekme testi uygulanarak
%10 PLA ve %10 PLA / (5 mg, 7,5 mg, 10 mg) BFO fiberlerin gerilme dayanimlari

Ol¢iilmiis olup, sonuglar Tablo 2 de gosterilmistir.

Sekil 12 ve Tablo 2 de bulunan veriler incelendiginde, cekme mukavemetinin %10 PLA
/5 mg BFO fiberlerinde en yiiksek oldugu gézlenmistir. Ayni zamanda en diisiik gerilme
dayanimina sahip olan yap1 ise %10 PLA / 10 mg BFO olarak tespit edilmistir. % 10
PLA’ ya artan konsantrasyonla 2 yapi daha teste tabi tutulmustur. Fakat cekme
dayanimlarinda azalma tespit edilmistir. %10 PLA / 7.5 mg BFO ve % 10 PLA / 10 mg
BFO yapilari sirasiyla 1.44 MPa ve 1.29 MPa olarak ¢cekme mukavemetleri 6l¢tilmiistiir.

Kontrol grubu olarak mukavemetin en yiliksek oldugu %10 PLA / 5 mg BFO fiberi
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secilmistir.

Secilmis olan fiberin (%10 PLA /5 mg BFO) igerisine farkli oranlarda ilag (ETX) ilavesi
yapilmistir. ETX oranlar1 10 mg, 15 mg ve 20 mg olarak 3 farkli fiber yapi tiretilmistir.
Uretilen fiberlere tek eksenli cekme cihazinda gerilme mukavemetleri analiz edilmistir.

Elde edilen sonuglar Tablo 3 de gdsterilmistir.

Tablo 3 deki degerler ve Sekil 13 incelendiginde, en yiiksek cekme dayanimina sahip
olan fiber % 10 PLA / 5 mg BFO / 15 mg ETX olan fiber olarak belirlenmistir. Ilag
oraniin gerek azalmasi gerekse artmasi sonucunda fiberlerin ¢ekme dayanimlarinda
diisiis gdzlenmistir. Ayn1 zamanda en yiiksek kopma uzamasina sahip olan numune yine
% 10 PLA /5 mg BFO / 15 mg ETX olarak gézlenmistir.

Tablo 2. % 10 PLA ve % 10 PLA / (5, 7.5, 10 mg) BFO fiberlerinin ¢cekme dayanim ve
kopma uzama degerleri.

Fiberler Cekme Dayanimi (MPa) Kopma Uzamasi (%)
%10 PLA 1.33+0.36 22.25+2.68
%10 PLA /5 mg BFO 2.49 £1.01 19.57 £ 4.45
%10 PLA /7,5 mg BFO 1.44 +0.46 22.58 +£7.45
%10 PLA / 10 mg BFO 1.29+0.22 21.65+2.81

Tablo 3. % 10 PLA /5 mg BFO ve % 10 PLA /5 mg BFO/ (10, 15, 20 mg) ETX
fiberlerinin ¢ekme dayanim ve kopma uzama degerleri.

Fiberler Cekme Dayanimm | Kopma Uzamasi (%)
(MPa)
%10 PLA /5 mg BFO/ 10 mg ETX 0.90+0.26 20.24 +1.35
%10 PLA /5 mg BFO/ 15 mg ETX 2.04 £0.64 23.93 +6.37
%10 PLA /5 mg BFO /20 mg ETX 1.17+£0.16 19.55+5.48
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Sekil 12. Cekme testi sonucunda olusan gerilme-uzama egrileri; a) %10 PLA, b) %10
PLA /5 mg BFO, ¢) %10 PLA / 7,5 mg BFO, d) %10 PLA / 10 mg BFO
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Sekil 13. Cekme testi sonucunda olusan gerilme-uzama egrileri; a) %10 PLA, b) %10
PLA /5 mg BFO, e) %10 PLA /5 mg BFO/ 10 mg ETX, f) %10 PLA /5 mg BFO /15
mg ETX, g) %10 PLA /5 mg BFO /20 mg ETX
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3.5. lac Yiiklii Fiberlerin In Vitro Ortamda Elektrik Kontrolsiiz ila¢ Saliminin
Analizi

Polimerik sistemler yoluyla kontrollii ilag salim kinetigi, pargaciklarin boyutu,
gozenekliligi, gozeneklerin birbirine baglantisi, gdzeneklerin erisilebilirligi  ve
parcalanabilirligi gibi parametrelerin bir kombinasyonundan etkilenmistir. Polimerik
sistemde difiizyon, hem matrisin yiizeyinde adsorbe edilen ilagtan hem de matris i¢cindeki
hidratlanmis gézeneklerden gerceklestigi diisliniilmiistiir. Yiizeydeki adsorbe edilen ilag
molekiilleri veya pargaciklari hizla PBS’ ye maruz kalmistir. Daha sonra, ¢6ziicli sonunda
gozenekler icinde hapsolmus ila¢ molekiillerine ulastiginda, ilag salimi gozenekler
yoluyla gerceklesmistir (Ebrahimifar & Taherimehr, 2021). Yapilan bu ¢alismada; farkli
oranlarda ETX yiiklii fiberlerin elektrik kontrolsiiz olarak ila¢ salim kinetigi, pH:7.4 olan
PBS’ de in vitro olarak analiz edilmistir. Sekil 14 (a) ilag salimin kalibrasyon egrisi, bes
ayr1 konsantrasyon degerleri ile hazirlanan soliisyonlarla ¢izilmistir. Sekil 14 (b) de
absorbans egrisinde griildiigii iizere, pikin yapmis oldugu absorbans degeri 200 nm olarak
bulunmustur. Analiz yapilmak iizere hazirlanan her fiber i¢in dnceden belirlenmis olan
zaman araliklarinda (0.25, 0.50, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0 ve 12.0 saat) ila¢ salimlar1 analiz edilmis
ve ulasilan sonuclarla birlikte Sekil 14 (c) ¢izilmistir. Grafikte de gorildiigii tizere;
fiberler de bulunan ETX ilaci, yaklagik olarak ayni zamanlarda ve ayni oranlarda
kiimiilatif salim meydana gelmistir. Gozlemlenen diger konu ise 10 mg ETX igerikli fiber
en yliksek ilag salimini ve 20 mg igerikli fiber ise en diisiik ila¢ salimin1 gergeklestirmistir.
Buradan ¢ikan sonuca gore ilag miktarindaki artis, salim hizini diisiirmiistiir. Ug farkl
ETX oranindaki fiberlerin tamaminda bulunan ETX’ in, %95 salimin tamamlanmasina
yaklasik olarak 3.3 saat sonra ulasilmistir. Ilk 15 dakikadaki aniden gerceklesen hizli
salim, ETX’ in fiber yiizeyinde bulunmasindan kaynakli olabilecegi yorumlanmigtir. 3
saat sonrasinda, ii¢ fiberde daha kontrollii ve yavas ila¢ salim gostermistir. Bu siirecte her
bir fiberde bulunan ilacin yaklasik %90’ 1 salinmistir. %100 ila¢ salimin tamamlanmasi
icin 2 saate kadar test devam etmistir. 3 — 12 saat araliginda ise ii¢ fiberde bulunan ilag
salimin stabil kaldigi ve kontrollii bir sekilde salinim gergeklestigi Sekil 14 (c)’ de
cizilmistir.

Elektrik kontrol altinda gerceklestirilen %100 ilag salim, Sekil 15 de goriildiigi lizere
yaklagsik 2 saat icinde tamamlanmistir. Elektrik kontrolii altinda olmadan ise ilag salimi

%100 iini Sekil 14 (c) de goriildiigii lizere ortalama 2 saatte ger¢eklesmistir. Elektrik
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kontrol altinda ilag salimin %100 gergeklesmesi elektrik kontrolsiiz ilag salim

stiresinden 6 kat daha hizli oldugu gozlenmistir.

Bu sonuglar incelendiginde, %10 PLA / 5 mg BFO fiber yapilariin ila¢ salimda

kullanilabilecegi sonucuna ulasilmistir.

a) 0,9 -
3 y = 0.7515x + 0.1029 E
R? = 0.9983 /
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] 7
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Sekil 14. ETX ytiklii (10 mg, 15mg ve 20 mg) fiberlerin ilag salim kalibrasyon egrisi
(a), absorbans egrisi (b) ve ETX yiiklii fiberlerin kiimiilatif ilag salim (kontrollii) grafigi

().
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3.6. Ilac Yiiklii Fiberlerin In Vitro Ortamda Elektrik Kontrol Altinda flac
Saliminin Analizi

%10 PLA /5 mg BFO / ETX (10 mg, 15 mg ve 20 mg) igeren fiberler, elektrik kontrol
altinda ilag salim analizi i¢in hazirlanmistir. Elektrik akimimin ila¢ salim davranisi
ozelindeki etkisini inceleyebilmek adina %10 PLA / 5 mg BFO / ETX (10 mg, 15 mg
ve 20 mg) iceren fiber yapilarin her birinden 5 mg tartilmis ve 1 ml PBS (pH 7.4)
eppendorf tiiplerine yerlestirilmistir. Tiiplerin i¢inde mevcut olan PBS’ lere, Ag/Pt
elektrotu kullanilarak elektrik aktarimi saglanmistir. Analizler 10 V sabit gerilim ile 100
Hz frekansta gergeklestirilmis olup, parametreler sabit birakilmistir. Elektrik akimi 5 sn
ile 60 sn, devaminda 15 dk ile 2 saat arasinda, fiberlerinde bulundugu eppendorf
tiiplerinin i¢inde bulunan PBS’ lere verilmistir. %10 PLA /5 mg BFO fiber yapilarinda,
elektrik alan etkisi altinda ETX in salim1 Sekil 15 de gosterildigi gibi 10 V sabit gerilim
ile 100 Hz frekansta degerlendirilmistir. ilk 5 saniyelik elektrik alan etkisi altinda ilag
salimlarin davraniglar1 (Sekil 15) incelendiginde, kiimiilatif salimda %10 PLA / 5 mg
BFO / 10 mg ETX fiber yapinin yaklasik %40 ile en yiiksek ila¢ salim yiizdesine sahip
oldugu tespit edilmistir. %10 PLA / 5 mg BFO / 15 mg ETX fiber yap1 ise %35 salim
degeriyle ikinci yliksek degere sahip oldugu okunmustur. %10 PLA / 5 mg BFO / 20
mg ETX fiber yapisinin ila¢ salim hiz1 en diisiik olarak belirlenmistir. Grafikte de
okunacag lizere, ilk 5 saniyede %25 oraninda salima ulasmistir. 5.saniyeden itibaren
ilag salim hizlar1 her {i¢ fiber i¢inde, ortalama 1 saate kadar kontrollii ve yavas olacak
sekilde kademeli olarak ilerlemistir. Yaklasik 1 saat sonrasinda ti¢ farkli oranda ETX
bulunan fiber yapilarin tamami yaklagik 2 saate kadar ayni oranda salim yapmaya devam
etmiglerdir. Yaklasik 2 saat sonunda her biri %100 salima ulagmistir. Sonuglardan

anlasilacagi lizere, ETX miktar1 arttik¢a ilag salim hizinda yavaglama tespit edilmistir.

30



=
=]
o

I
I

o
(=]

—— 10 mg ETHX

£
Qo

-15 mg ETHX

Kiimiilatif salim (%)
3

-20 mg ETHX

[
(=]

0,5 1 15 2 2,5

Zaman (saat)

Sekil 15. ETX yiiklii fiberlerin elektrik kontrol altinda kiimiilatif ilag salim grafigi.

3.7. Fiberlerin Biyouyumluluk Test Sonuclarimin Incelenmesi

Elektroegirme yontemi ile liretilen fiber yapilarin sitotoksisite Ozelliklerini analiz
edebilmek i¢in MTT testi yapilmistir. Human neuroblastoma cell line, SH-SY5Y (CRL-
2266, ATCC) hiicre olarak kullanilmistir. Uretilen fiberler ve test edilecek hiicre
arasindaki etkilesim ve {iretilen yapilarla hiicrenin biyouyumluluk sonucu bu noktada
onemli kilinmigtir. Test sirasinda kontrol grubu olarak %10 PLA se¢ilmistir. Bunun
yaninda diger analiz yontemleri sonucunda se¢ilmis olan fiber %10 PLA / Smg BFO
nunda hiicre ile etkilesimi test edilmistir. Yine se¢ilmis olan numune, %10 PLA / Smg
BFO ya farkli oranlarda ETX (10 mg, 15 mg ve 20 mg) ilave edilen fiber yapilarinda
MTT testi gerceklestirilmistir. Hem Sekil 16 da MTT test sonucu grafigi ve tanimlanmis
olan numunelerin isimleri gosterilmistir. MTT Sl¢timleri 1,3 ve 7 gilin sonunda yapilmis
ve grafik buradan ¢ikan sonuglara gore olusturulmustur. Kontrol grubu disindaki
numunelerin hiicre canlilik degerleri sirastyla tanimlanmistir. Ilk olarak %10 PLA / 5Smg
BFO fiber yapisinin hiicre canlilik degeri 1,3 ve 7 giin sonunda sirasiyla yaklasik olarak
%125, %110 ve %95 olarak gozlenmistir. %10 PLA / 5mg BFO /10 mg ETX yapisinin
hiicre canlilik degerleri 1,3 ve 7 giin sonunda sirastyla, yaklasik olarak %90, %100 ve
%120 civarlarinda bulunmustur. Goriildiigli tizere canlilik degerlerinde artis
gozlenmistir. ETX ilavesi yapilan fiberlerden bir digeri %10 PLA / Smg BFO /15 mg
ETX in 1,3 ve 7 giin sonunda hiicre canlilik degerleri sirasiyla yaklasik olarak %70,
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%65 ve %90 olarak gozlenmistir. Bu fiber yapida 3.giinde bir azalma goriilmiis olup,
7.glinde tekrar artis gozlenmistir. ETX ilave edilmis olan son numune %10 PLA / S5mg
BFO /20 mg ETX dir ve 1,3 ve 7 giin sonunda hiicre canlilik degerleri sirasiyla yaklasik
olarak %80, %130 ve %65 olarak hesaplanmistir. Burada da goriilecegi lizere 3.gilin
canlilik degerinin en fazla oldugu giin olarak belirlenmistir. 7 giin sonunda ise canlilik
degerinde diisiis gdzlenmistir. {lk giin sonunda hiicre canlilik degeri en yiiksek olan,
ETX ilaveli numuneler disinda %10 PLA / 5Smg BFO fiber yapisi secilmistir. Genel
olarak hiicre canlilik degerlerinde grafikte de goriildiigii tizere %10 PLA / 5Smg BFO /10
mg ETX yapisinda diizenli bir artis tespit edilmis olsada, %10 PLA / 5mg BFO /15 mg
ETX ilaveli hiicrelerin canlilik degerlerinde 7.gilinde bir artis s6z konusu olmasi sebebi
ile olumlu yorum yapilmustir. Ilgili numune i¢in basarili bir hiicre canlilik orani ve

biyouyumluluk s6z konusu sonucu ¢ikarilmstir.

SH-SY5Y(insan noroblastoma hiicre hatt: kiiltiirii)
180

160
;; 140
=120

- | Ll [ |
20
’ 24 72 168

Zaman (saat)

Hiicre canhhg

® PLA = PLA+5mg BFO m PLA+10mg ETX m PLA+15mg ETX  PLA+20mg ETX

Sekil 16. Uretilen fiberlerin SH-SYSY hiicresinde 1,3 ve 7 giinliik siirecte hiicre
canlilig1 analiz sonuglart.

Hiicrelerin iiretilen fiberler iizerindeki etkilerinin incelenmesi MTT testi disinda
floresan boyama teknigi kullanilarak hiicre canlilik degerleri Sekil 17 de gosterilmistir.
Hiicre davramslar1 1, 3 ve 7 giinliik inkiibasyonla incelenmistir. Incelenen floresan

gorlntiilemelerinde goriildiigi iizere 1, 3 ve 7 glinde de hiicreler canliligini korumustur.
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Beklenen bir sonu¢ olan, biyouyumluluk o6zelligine sahip fiber yapilardaki hiicre
sayisinda genel olarak artis gézlenmis ve bu sayede de SH-SYSY hiicrelerine uygun
ortam saglanmistir. Asagidaki Sekil 17 de goriildiigii tizere, saf %10 PLA (P) da 1,3 ve
7 giinliik siirecte hiicre sayisinda artis gozlenmistir. %10 PLA / 5 mg BFO (5) de ise
3.giinde 1.giine gore hiicre sayisinda artis olmus fakat 7.giinde hiicre sayisinda azalma
meydana gelmistir. %10 PLA /5 mg BFO / 10 mg ETX (10) de ise 1.glinde ilacin hiicre
icine tam anlami ile yayilmadigi goriilmiistiir. 3 ve 7 giinliik siiregte ise ilacin hiicre
icerisine yayildig1 ve hiicre canlilifinda artis oldugu tespit edilmistir. %10 PLA / 5 mg
BFO / 15 mg ETX (15) in goriintiilemesinde de goriilecegi iizere, 1.giin ilag hiicre
icerisinde yayilmis ve hiicre sayisinda fazlalik ve canlilik tespit edilmistir. 3.glinde ise
hiicre sayisinda azalma meydana gelse de 7.giinde tekrar artis gostermistir. Fakat
1.gtlindeki hiicre canlilig1 yine de daha fazla olarak belirlenmistir. %10 PLA / 5 mg BFO
/20 mg ETX (20) i¢in 3.giinde hiicre sayisinda artis gézlenmis olsa da 7.glinde hiicre
sayist ve canlilifinda azalma tespit edilmistir. Ilacli olan fiberler dikkate alindiginda
“10” ve “15” ETX igerikli yapilarda 7.glinde hiicre sayisinda ve canlilifinda artis oldugu
gozlenmistir. 7 giinliik siirecte hiicre canliliginda diizenli artis gésteren yap1 “10” olarak

belirlenmistir.

Kt

SH-8Y3Y Hiicre sovu

Sekil 17. Uretilen fiberlerin SH-SY5Y hiicresinde 1,3 ve 7 giinliik siirecte floresan
boyama teknigi kullanilarak hiicre canlilig1 ve hiicre dagilim1 analiz sonuglari.
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3.8. Fiberlerin Sisme ve Bozunma Davranislarinin incelenmesi

Fiberlerin sisme davranislarini inceleyebilmek i¢in test siiresi boyunca gerekli dlgtimler
yapilmis ve tespit edilen sonuglara istinaden Sekil 18 de bulunan grafik olusturulmustur.
Fiberin sigsmesi genellikle malzemenin nem emme kapasitesi ile iligkilidir (Nazrin et al.,
2020). Literatiir verilerine gore, PLA molekiilleri arasinda giiclii molekiiller arasi
hidrojen baglar1 gelistiren kimyasal yapidaki ¢ok sayida hidrofobik grup nedeniyle
PLA'nin su emme kapasitesi diigiiktiir. Sonug¢ olarak, su ile hidrojen baglar
olusturabilmeleri, PLA molekiillerinin ayrilmasinin nadiren ve ¢ok yavas
gerceklesmesini saglar (Croitoru et al., 2021) Sekil 18 incelendiginde; Ilk 24 saat icinde
%10 PLA / 5 mg BFO ve %10 PLA /5 mg BFO / 15 mg ETX igerikli fiberlerin sisme
oraninin, saf PLA ve farkli oranlarda ETX iceren fiberlerin sisme orani altinda kaldig:
goriilmistiir. 2.glinde ise 15 mg ve 20 mg igerikli fiberlerin sisme oraninda diger
numunelere nazaran bir diisiis gdzlenmistir. Ozellikle ETX oram en yiiksek olan (20
mg) numunenin ilk 24 saatte en fazla sisme oranina sahip oldugu goriilmiis olsa da,
2.gliinde sisme oraninda ani bir diisiis yasanmis ve 8.gline kadar yavas bir diisiis
izlenmistir. Grafik incelendiginde ¢ok tutarli yorum yapilamasa da, “saf PLA’ nin
kimyasal yapisinda bulunan hidrofobik gruplar nedeniyle su emme kapasitesi diigiiktiir”
seklinde yorumlanmistir. 5 mg BFO eklenmesiyle birlikte su emme oraninda daha da
diisiis yasanmustir. Sebebinin, fiber yapinin gézeneklerinin ttkanmasi sonucu su emme
kapasitesinin diistiigii ve bozunma gerceklestigi diistiniilmiistiir. Genel olarak % 10 PLA
/5 mg BFO / 10 mg ETX igerikli numunenin 2.giiniine kadar sisme oraninda artis
gbzlenmis ve 6.giine kadar sisme oraninda yavas bir azalma gdzlenmistir. 8. Giine kadar
sisme orani sabit kalmistir. Testin son giiniinde en yiiksek sisme oranina sahip ETX

i¢erikli numune olarak not edilmistir.

Fiberlerin yiiksek sisme orani, doku miihendisliginde polimerik yapilarin uygulanmasi
icin ¢cok avantajli olmasina ve hiicre yapismasini artirabilmesine ragmen, kontrollii ve
uzun siireli ilag salim kinetigi saglamak i¢in polimerik bilesim matrisinin sisme ve

bozunma kapasitesi kontrol edilmelidir (Karabulut et al., 2023) .

34



600,00
[
500,00 - T
l I
400,00 2 i
= I
g SN TR S ;
= i T T T +PLA
1 I
€ 300,00 T F3 % 4 o T -
: I B A A
£ X ¥ % 10 mg
Un
= + = 15 mg
200,00 {20 mg
100,00
0,00 r r r r . v v r
0 24 as 72 96 120 144 168 192 216

Zaman (saat)

Sekil 18. PBS’ de 8 giin boyunca teste tabi tutulan fiberlerin sisme davranislar
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4.SONUCLAR

Bu tez calismasinda; elektroegirme yontemi en uygun sekilde kullanilmis olup,
oncelikle PLA ve 3 farkli oranda BFO ile hazirlanan soliisyonlardan fiber malzeme
iiretilmistir. Uretilen 3 farkli numunenin SEM goriintiileri, cekme test sonuglar1 ve
elektroegirme yontemi ile rahat ¢aligabilme durumlari incelenmis ve 5 mg BFO katkil
numune tercih edilmistir. Sonrasinda ii¢ farkli konsantrasyonda ETX ilave edilmis
soliisyonlardan fiberler iiretilmistir. Uretilen fiberlerin, morfolojik, kimyasal, termal,
mekanik testleri yapilmistir. Daha sonra ila¢ salimi, hiicre testi ve sisme analizleri
yapilmis ve sonuglari incelenmistir. Yapilan ¢alisma incelendiginde, tiretilen iskelelerin
biyouyumluluk ve mekanik 6zellikler bakimindan umut verici sonuglara sahip olduklari
sOylenebilir. Fiber yapilarin biyouyumluluk test sonucu insan néroblastoma hiicre hatti
SH-SYSY ile kiiltiirlenmesi incelendiginde belirlenmistir. Fiber yapilara BFO ve ETX
ilavesi, yapilarin ¢ekme dayanimini arttirmigtir. Elektroegirme yontemi ile elde edilen
fiber yapilarin sisme analiz sonucu davraniglar incelendiginde, BFO ve ETX’ in bu
sisme profilini az da olsa olumlu yonde etkiledigi gézlenmistir. Elektrik kontrollii ve
elektrik kontrolsiiz ila¢ salim sonuglari incelendiginde ETX ilag konsantrasyonunun
yiikseldikg¢e fiber yapilarda ila¢ saliminin daha yavas oldugu ilag salim grafiklerinde
gozlenmistir. 3 farkli oranda ETX ilag igeren fiber yapilarinda elektrik kontrolsiiz ilag
salimi1 ortalama 12 saat, elektrik kontrollii ilag salimda ise yaklasik olarak 2 saat i¢inde
salim gerceklesmis ve sonrasinda dengeli bir ilag salim devam etmistir. SH-SY5Y
hiicreleri lizerinde yapilan in vitro testler, liretilen tiim fiber yapilarin birden fazla zaman
araliginda hiicre sayisinda artig ve hiicrenin hayatta kalmasi i¢cin en uygun ortami
sagladigin1 géstermis olsa da, %10 PLA/5S mg BFO/10 mg ETX (10) ve %10 PLA/5 mg
BFO/15 mg ETX (15) numunelerinde digerlerine kiyasla daha fazla hiicre ¢ogalmasi ve
canlilign ~ gozlenmistir.  Fiber yapilarin  biyouyumluluklar1  biyomalzemenin
uygulanabilirligi ag¢isindan umut vadeder. Bu calisma, epilepsi i¢in fiber yapilarin

kullanilacag: gelecekteki caligmalara yol agmaktadir.

Calismalara ek olarak; hiicre testleri farkli bir hiicre hatlar1 {lizerinde test edilmesi,
kullanilan %10 PLA nin ve/veya ETX’ in farkli konsantrasyonlarda da uygulanmasi ve
in vitro testler ile birlikte in vivo epileptik hayvan modelleri {izerinde calismalrin

yapilmas1 6nerilmektedir.
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Nazkaya Ambalaj San. Ve Tic. Ltd. Sti.
Uretim Miihendisi

Certest Kontrol ve Belgelendirme Hizmetleri A.S.
Belgelendirme Asistani

Marmara Universitesi (Yiiksek Lisans)
Metalurji ve Malzeme Miihendisligi (Tiirkge)
Karadeniz Teknik Universitesi (Lisans)
Metalurji ve Malzeme Miihendisligi

Yildiz Teknik Universitesi

Metalurji ve Malzeme Miihendisligi (Farabi
ogrenci degisim programi)

44



EPILEPSI TEDAVISINE YONELIK ETOSUKSIMID ICEREN POLILAKTIK
ASIT/BIZMUT FERRIT FIBER YAPILARIN URETILMESI VE
KARAKTERIZASYONU

2024 - YL

45



