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Oz: Polisakkarit esashi polimerler, biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
caligmada; polisakkarit hyaluronik asit, karboksimetil seliiloz ve sodyum alginat polimerleri kullanilarak
elektro cekim yontemiyle nanolifli yiizey iiretimi gerceklestirilmistir. Uretilen nanolifli yiizeye, suya
dayanimin1  gelistirmek amaciyla, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorit ve N-
hidroksisiilfosiiksinimit karisim ile capraz baglama islemi uygulanmistir. Nanolifli yiizey, g¢apraz
baglama islemi Oncesi ve sonrasinda, taramali elektron mikroskobu, fourier transform infrared
spektrometresi, atomik kuvvet mikroskobu, BET analizi ve suya dayanim testi ile karakterize edilmistir.
Sonuglar; ¢apraz baglama iglemi ile lifli yapinin deformasyona ugramadan nanolifli yiizeyin suya
dayanikli hale geldigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Hyaluronik asit, karboksimetil seliilloz, sodyum alginat, nanolif, elektro ¢ekim,
capraz baglama

Production and Crosslinking of Polysaccharide Based Nanofibrous Mat for Biomedical
Applications

Abstract: Polysaccharide based polymers are widely used in biomedical applications. In this study,
nanofibrous mat was produced from hyaluronic acid, carboxymethyl cellulose and sodium alginate
polysaccharide polymers via electrospinning method. Resultant nanofibrous mat was crosslinked with 1-
etil-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride and N-hydroxysulfosuccinimide solution to
develop its water resistance. Before and after the crosslinking process, nanofibrous mat was characterized
by scanning electron microscope, fourier transform infrared spectrometry, atomic force microscope, BET
analysis and water resistance test. The results indicated that the nanofibrous mat was become resistant to
water without any deformation of nanofibrous structure with the crosslinking application.
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1. GIRIS

Nanolifler genel olarak, ¢ap1 1000 nanometrenin altinda olan lifler olarak tanimlanmaktadir
(Deitzel ve dig., 2001; Zhang ve dig., 2009). Biyomedikal uygulamalar, nanoliflerin en fazla
kullanildig: alanlardan biridir. Tibbi protezler, suni damar ve organ uygulamalari, yara ortiileri,
ila¢ dagitim sistemleri, doku iskeleleri, cilt bakim f{iriinleri gibi birgok kullanim alaninda nanolif
esasli malzemeler tercih edilmektedir. Nanoliflerden olusan yiizeylerin sahip oldugu genis
spesifik ylizey alan1 ve nano gozenekli yapisi; oksijen ve hava gegirgenligi saglarken,
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bakterilere karsi bariyer 6zelligi sergilemektedir. Elektro ¢ekim ydntemi, son yillarda {izerine en
cok arastirma yapilan nanolifli yiizey iiretim teknigidir. Elektro ¢cekim yontemiyle elde edilen
nanolifli yiizeyler; dogal insan ekstraseliiler matriksine (ECM) ¢ok benzer, bu yiizden hiicre
kiiltiiri ve doku mihendisligi uygulamalarinda doku iskelesi olarak kullanilabilmektedir.
Ayrica, hiicre gelisiminde ve {i¢ boyutlu hiicresel kolonilerin olusumunda etkinlikleri
kanitlanmistir. Bdylece herhangi bir hastalik, yaralanma veya dogustan gelen hasarlar nedeniyle
zarar goren hiicreler yerine yeni hiicresel yapilarin olusumlarini hizlandirmak amaciyla, cesitli
polimerlerden iiretilen nanolifli yiizeyler; yara Ortiisii, ilag salinim sistemi ve doku iskelesi
olarak kullanilmistir (Ramakrishna ve dig., 2005; Kriegel ve dig., 2008; Amiraliyan ve dig.,
2009; Kumar, 2010; Safak, 2016)

Giliniimiizde hayvansal (protein) ve bitkisel (polisakkarit) kaynakli dogal polimerler;
biyokimyasal yapilar1 sayesinde viicut tarafindan sorunsuz bir sekilde tanmip kabul
edilebilmeleri nedeniyle, 6zellikle ilag salinimi, tedavi ve rejenerasyona yonelik biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Polisakkaritler genellikle bitkisel, hayvansal ve
mikroorganizmalar gibi yenilenebilir kaynaklardan elde edilir. Karbonhidratlarin yap: taslar
olan monosakkaritler, birbirlerine O-glikozidik baglar vasitasiyla baglanarak polisakkarit zinciri
olustururlar. Polisakkaritlerin fizikokimyasal Ozellikleri; polisakkarit zincirini olusturan
monosakkaritlerin olusturdugu zincir yapisina, kompozisyonuna ve kaynagina bagli olarak
degisir. Biyomedikal uygulamalarda kullanilan polisakkarit polimerler; seliiloz, kitin/kitosan,
nisasta, alginat, hyaluronik asit, karboksimetil seliiloz, pullulan, glikoz aminoglikandir. Bu ¢ok
fonksiyonlu biyopolimerler, farkli elektriksel yiiklere, monomer kompozisyonlarina ve genis bir
molekiil agirhigr araligina sahiptirler. Dolayisiyla; bu polimerlerin hidrofilitesi, suda
¢Oziiniirligi, biyolojik aktivitesi, biyouyumlulugu ve bozunma 6zellikleri birbirinden farklidir
(Shelke ve dig., 2014).

Hyaluronik asit (HA), ilk defa gbzdeki retinanin saydam sivisindan izole edilmis uzun
zincirli bir polisakkarittir. N-asetil-D-glikozamin ve D-glukoronik asitin p-1,3 ve B-1,4
glikozidik bagiyla baglanmasiyla meydana gelen disakkarit birimlerinin tekrarlarindan
olugmaktadir (Sekil 1). HA, yasayan biitiin organizmalarda; kikirdak, eklem sivisi, deri ve
gobek kordonu gibi ¢esitli bolgelerde hiicreler arasindaki ekstraseliiler alanin ana
komponentlerinden biridir. HA, horoz ibigi, bebek kordonu ve diger bazi hayvani kaynaklardan
saflastirilabilir. Ayrica, bakteriden fermantasyon ve izolasyon metotlariyla elde edilebilir (Price
ve dig., 2007; Frenot ve dig., 2007; Diragoglu, 2007). Yiiksek molekiil agirlikli ve negatif yiikli
olusu nedeniyle sahip oldugu suyu absorbe etme yetenegi, yiiksek viskoelastikiyeti ve toksik
olmama ozellikleri HA’nin kozmetik, biyomedikal ve gida endiistrisinde kullanilmasini
saglamaktadir. Biyouyumlu ve biyobozunur yapisi nedeniyle HA polimeri, jel ve/veya film
halinde 6zellikle doku miithendisligi uygulamalarinda yer bulmustur (Frenot ve dig., 2007; Aytar
ve dig., 2013; Collins ve Birkinshaw, 2013). Literatiirde elektro ¢ekim yontemiyle tretilen HA
nanolifli yiizeylerin doku iskelesi ve yara oOrtlisii olarak kullamlabilirligine iliskin c¢esitli
calismalar mevcuttur (Uppal ve dig., 2011; Ji ve dig., 2006a; Ji ve dig., 2006b; Kim ve dig.,
2008a; Yao ve dig., 2007).

Sekil 1:
Hyaluronik asitin molekiiler yapist (Diracoglu, 2007)
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Anyonik, suda ¢oziinebilir karboksimetil seliiloz (CMC) polimeri, selillozun karboksile
edilmesiyle {retilir ve seliiloz eterleri grubuna girer. Beyaz ile sarimsi arasi renkte ve lifli
yapidadir. CMC, alkali gruplarin ve kloroasetik asidin reaksiyonu sonucu seliilloz zincirini
olusturan glukopiranoz monomerlerinin hidroksil gruplarina, karboksimetil gruplarinin
baglanmasi ile olusan bir seliiloz tiirevidir. CMC molekiil zincirlerini olusturan tekrar iinitesi,
seliiloz grubuna bagli 3-(1- 4)-D-glukopiranozdan ibarettir (Sekil 2). CMC polimeri; iyonlanmig
karboksil gruplar1 nedeniyle, negatif yiiklii, uzun ve biikiilmez 6zellikte molekiillere sahiptir ve
bu molekiiller ¢ozelti iginde birbirlerini iter. Bu nedenle CMC ¢ozeltileri, yiiksek viskoziteli
stabil bir yap1 gosterirler. CMC'nin fizyolojik olarak inert olmasi, sudaki ¢ozlintirliigi, belli
pH'a dayaniklilig1, su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi, diger kolloidlerle olan gecimliligi ve
diisilk miktarlarda kullaniminin yeterli olmasi, kullanim alanlarinda tercih edilmesinin basta
gelen sebeplerindendir. Bu polimer ozellikle tekstil, kagit, ilag, seramik, kozmetik ve gida
sanayinde; baglayici, sisirici, jellestirici, yapistirici ve stabilizator ajani olarak kullanilmaktadir
(Kirei, 2001). Sulu ¢ozeltilerinin kararl jet olusturamamast nedeniyle CMC polimerinin elektro
¢ekimi olduke¢a giictiir. Literatiirde yer alan ¢aligmalarda (Zhang ve dig., 2013; Qiu ve Hu,
2013; Qiu ve dig., 2014a; Qiu ve dig., 2014b; Qiu ve dig., 2014c; Qiu ve dig., 2014d; Qiu ve
dig., 2014e; Frenot ve dig., 2007); yardimci polimerler kullanilarak veya cesitli katkilar ilave
edilerek iiretilen CMC nanolifli ylizeyler, lityum iyon bataryalarda ve ilag tagima sistemlerinde
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Sekil 2:
Karboksimetil seliilozun molekiiler yapisi (Sigma-Aldrich, 2016)

Alginat, kahverengi deniz yosunlarindan elde edilen dogal bir polisakkarittir ve bu
yosunlarin hiicre duvarlarinda alginik asidin kalsiyum, magnezyum ve sodyum tuzlar1 olarak
bulunmaktadir. Alginatin kalsiyum ve magnezyum tuzlari suda ¢oziinmezken, sodyum tuzu
suda ¢oziinmektedir. Polimerik yapisinin; o-L-guluronik asit (G) ve B-D-mannuronik asit (M)
olmak tizere iki tip monomer asitin bloklar halinde birlesmesiyle olusmasi dolayis1 ile sodyum
alginat, blok kopolimer olarak tanimlanmaktadir (Sekil 3). Seliilozla yapisal olarak benzerlik
gosteren alginik asidin kimyasal formiiliinde, selillozdan farkli olarak sadece, -CH,OH grubu
yerine —COOH grubu yer almaktadir (Qin, 2008). Alginatlar; gida, ecza, medikal, tekstil ve
kagit endiistrisinde uzun yillardir kullanilmaktadir. Son zamanlarda ise 6zellikle biyomedikal ve
medikal alanlarda kullanim1 artmistir. Sodyum alginatin yara iyilesmesini kolaylastiran spesifik
oOzellikleri, yiiksek nem emme ve iyon degisimi yetenekleri, miikemmel biyouyumlulugu ve
kanamayr durdurucu o&zellikleri, yiiksek absorbent yara Ortiilerinin {iretiminde essiz bir
hammadde olmasini saglamaktadir (Coskun Ustiindag, 2009). Alginat polimeri uzun ve rijit bir
zincir yapisina sahiptir. Rijit zincir yapis1 ve yiiksek elektrik iletkenligi nedeniyle sulu sodyum
alginat ¢ozeltilerinin tek bagina elektro ¢ekime tabi tutulmasi olduk¢a zordur. Literatiirde,
yardimci polimerler varliginda elektro ¢ekim yontemiyle iiretilen alginat nanolifli yiizeylerin
yara Ortiisii (Shalumon ve dig., 2011; Tarun ve Gobi, 2012; Coskun ve dig., 2014), doku iskelesi
(Jeong ve dig., 2010a; Jeong ve dig., 2010b; Ma ve dig., 2012) ve ilag salinim sistemi (Yang ve
dig., 2007) olarak kullanimina yonelik ¢alismalar yer almistir.
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Sekil 3:
Sodyum alginatin molekiiler yapisi (Steele ve dig., 2014)

Capraz baglama islemi, kimyasal metotla iki veya daha fazla molekiiliin kovalent bag ile
birbirine eklenme iglemidir. Literatiirde (Frenot ve dig., 2007; Qiu ve Hu, 2013) CMC, HA ve
NaAlg polimerleri igin kullanilan ¢apraz baglayici ajanlar; 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
karbodiimid hidroklorit, N-hidroksisiilfosiiksinimit, divinil siilfon, etilenglikoldiglisit eter,
kalsiyum klortir, sitrik asit ve gluteraldehit olarak belirtilmistir.

Bu c¢alismada biyomedikal uygulamalarda kullanilmak tizere CMC, HA ve NaAlg
polimerlerinden elektro ¢ekim yontemi ile nanolifli yiizey iiretimi yapilmistir. Kullanilan
polimerler suda ¢oziinme Ozelligine sahip oldugu igin, iiretilen nanolifli yiizeyin suya ve su
buharina dayanimi disiiktiir. Biyomedikal uygulamalarda kullanilmak {izere 6nerilen nanolifli
yiizeye, fiziksel biitlinligiinii korumas1 ve boylece pratikteki uygulamalarini kolaylastirmak
amactyla capraz baglama islemi uygulanmistir. Uretilen yiizeyin kalinlig1 ve yiizeyi olusturan lif
caplar1 tayin edilmistir. Capraz baglama isleminin nanolifli ylizeyin morfolojik ve kimyasal
ozellikleri iizerindeki etkisi, taramali elektron mikroskobu, fourier transform infrared
spektrometresi, atomik kuvvet mikroskobu ve yiizey alani/mikro gbézenek boyutu cihazi ile
analiz edilmistir. Ayrica, ¢apraz baglama isleminin etkinligi suya dayanim testi ile
belirlenmigtir.

2. MATERYAL VE METOD
2.1. Materyal

Bu ¢alismada elektro ¢ekim yontemiyle nanolifli yiizey tiretimi i¢in, HA (Sigma Aldrich,
1.500.000-2.000.000 g/mol), CMC (Sigma Aldrich, 250.000 g/mol) ve NaAlg (Cargill
Cecalgum S1300, 700-900 cps) polimerleri kullamilmistir. Polimer ¢dzeltilerinin
hazirlanmasinda ¢oziicii olarak; saf su, sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma Aldrich) ve dimetil
stlfoksit (DMSQO) (Merck) temin edilmistir. Capraz baglama isleminde ise; Sigma Aldrich
firmasina ait 191,70 g/mol molekiil agirhiginda 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidroklorid (EDC) ve 115,09 g/mol molekiil agirhginda N-hidroksisiilfosiiksinimid (NHS)
kullanilmastir.

2.2. Metod
2.2.1. Polimer Cézeltisinin Hazirlanmasi ve Elektro Cekim Islemi

Sulu CMC ve NaAlg cozeltileri; CMC ve NaAlg polimerlerinin saf su igerisinde %2’lik
konsantrasyonda, 80°C sicaklikta 8 saat siire ile manyetik karistiric1 yardimyla karistirilmasiyla
elde edilmiglerdir. HA polimerinin %12'lik konsantrasyonu ise, hacimce 4/1 oranda 0,5 M
NaOH/DMSO ¢oziicli sisteminde HA polimerinin, 8 saat siireyle oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirilmasiyla elde edilmistir. HA/CMC/NaAlg ¢ozeltisi ise, hacimce 3/1/1
oraninda %12 HA / %2 CMC / %2 NaAlg polimerleri karigtirilarak hazirlanmistir. Hazirlanan
¢ozeltiden nanolifli yiizey iiretimi, Uludag Universitesi Tekstil Miihendisligi Laboratuari’nda
kurulu olan INOVENSO Elektro Cekim Unitesi’nde (Sekil 4) gerceklestirilmistir.
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) Sekil 4. )
Uretim calismalarinda kullanilan Elektro Cekim Unitesi

HA/CMC/NaAlg cozeltisinden elektro ¢cekim yontemi ile nanolifli yiizeyler elde edilirken;
besleyici olarak 530 p i¢ c¢apa sahip siringa ignesi, toplayici olarak 200 d/d hizla doénen
aliiminyum silindir kullanilmistir. Uretim esnasinda; ¢ozelti besleme hizi 0,5 ml/saat, uygulanan
voltaj degeri 22 kV, igne ucu ile toplayici plaka arasindaki mesafe 8,5 cm olarak ayarlanmistir.

2.2.2. Nanolifli Yiizeyin Capraz Baglama Islemi

Literatiir bilgileri ve gergeklestirilen 6n caligmalar 15181nda; iretilen nanolifli yiizeyin,
toksik etkileri olmadan ve morfolojik 6zelliklerine zarar vermeden suya dayanimini gelistirmek
iizere EDC ve NHS c¢apraz baglama ajanlar1 kullanilmustir.

Bu amacgla; EDC ve NHS’nin etanol icerisinde 1 saat siireyle oda sicakliginda manyetik
karistiricida karistirilmasiyla 80 mM EDC ve 100 mM NHS ¢ozeltileri elde edilmistir. Hacimce
1/1 oraninda karistirilan EDC ve NHS ¢ozeltileri, 1 saat siireyle oda sicakliginda manyetik
karigtiricida iglem gormiis ve nihai ¢apraz baglama ¢ozeltisi elde edilmistir. Nanolifli yiizey,
hazirlanan EDC/NHS ¢ozeltisi icerisine daldirilarak 24 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Bu
siire sonunda herhangi bir yapisal bozunmaya, jellesmeye ya da ¢oziinmeye ugramaksizin
capraz baglanan nanolifli yiizey, ¢ozeltilerden c¢ikarilmis, etanol igerisinde ¢alkalanarak
inkiibatorde 37 °C'de 12 saat kurumaya birakilmistir.

2.2.3. Nanolifli Yiizeyin Karakterizasyonu

Uretilen nanolifli yiizeyin capraz baglama oncesi ve sonrasinda yiizey morfolojisinin
karakterize edilmesi i¢in; altin-palladyum kaplama yapilarak Uludag Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Fizik Bolimii’'nde bulunan Carl Zeiss AG-EVO 40 XVP Taramali Elektron
Mikroskobu’nda (SEM) analizi yapilmis ve fotograflart ¢ekilmistir. Cekilen fotograflar lizerinde
ImageJ (National Institute of Health, USA) programi kullanilarak on adet lifin cap1 (inceligi)
Olciilmiis, ortalama ve standart sapma degerleri elde edilmistir. Ayrica, SEM cihazina bagl
Enerji Dagilim Spektrometresi (EDS) ile yiizeydeki elementlerin tayini yapilarak grafiksel
olarak dagilimlar1 elde edilmistir.

Uretilen nanolifli yiizeyin kalinlig1; ¢apraz baglama oncesi ve sonrasinda, elektronik dijital
mikrometre ile on noktadan 6l¢iilerek, ortalama ve standart sapma degerleri hesaplanmustir.

Yiizey morfolojisindeki degisimler; Selcuk Universitesi Ileri Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi'nde bulunan NT-MDT AFM NTEGRA Solaris Atomik Kuvvet
Mikroskobu’nda (AFM) incelenmistir. AFM 6l¢iimleri esnasinda, yar1 kontakt modda tarama
probu kullanilarak, hava ortaminda iki ve {li¢ boyutlu goriintiiler alinmstir. Capraz baglama
yapilmamis ve yapilmis nanolifli ylizey i¢in ortalama yiizey piiriizliliigl, yiizey carpikligi,
yiizey basiklig1 ve maksimum yiikseklik degerleri Image Analysis programu ile hesaplanmistir.

Uretilen nanolifli yiizeyin ¢apraz baglama oncesi ve sonrasinda, Selcuk Universitesi ileri
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde bulunan Micromeritics TriStar 1| PLUS BET
Yiizey Alam1 ve Mikro Gozenek Boyutu Analiz Cihazi kullanilarak spesifik yiizey alani,
ortalama gozenek boyutu ve toplam gozenek hacmi degerleri tespit edilmistir.
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Capraz baglama isleminin kimyasal etkilerini gérmek amaciyla; Bursa Teknik Universitesi
Lif Polimer Miihendisligi Bo6lim Laboratuari’nda bulunan Thermo-Nicolet-IS50 Fourier
Transform Infrared Spektorometresi (FTIR) kullanilmistir. Analizler 3504000 cm™ araliginda
gercgeklestirilmistir.

Uygulanan suya dayanim testinde; 2x2 cm?® boyutlarinda ¢apraz baglama yapilmamis ve
yapilmis yiizey 24 saat boyunca oda sicakliginda saf su icerisinde bekletilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. Nanolifli Yiizey Uretimi ve Capraz Baglama Mekanizmasi

Literatirde (Fang ve dig., 2011; Bhattarai ve dig., 2006; Lu ve dig., 2006; Safi ve dig.,
2007; Zhang ve dig., 2013; Xie ve dig., 2012; Qiu ve dig., 2014a; Stijnman ve dig., 2011; Li ve
dig., 2006; Liu ve dig., 2011), HA, CMC ve NaAlg polimerlerinin tek baslarina elektro ¢ekime
tabi tutuldugunda; viskozite, yiizey gerilimi ve elektriksel iletkenlik degerlerinin yiiksekligi,
yetersiz zincir karmasiklig1 gibi nedenlerden dolay: ¢esitli sorunlarla karsilasildig: bildirilmistir.
Bu polimerlerin elektro ¢ekim verimliligi, polivinil alkol (PVA) ve polietilen oksit (PEO) gibi
yardimer polimerler sayesinde arttirilarak etkin nanolifli yiizey iiretimi yapilabilmektedir. Bu
calismada; %12 HA, %2 CMC ve %2 NaAlg polimer ¢6zeltilerinin hacimce 3/1/1 oraninda
karigimindan, yardimci bir polimer kullanilmadan, nanolifli yiizey (Sekil 5) iretimini
gergeklestirmek miimkiin olmustur.

) Sekil 5:
Uretilen HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizey

Nanolifli ylizeyin iiretiminde kullanilan HA, CMC ve NaAlg suda ¢6ziinen polimerlerdir.
Bu nedenle, elde edilen nanolifli yiizeyin suya ve su buharina dayanimi disiiktiir. Bu durum;
biyomedikal uygulamalarda kullanilmasi planlanan nanolifli ylizeyin, suya dayaniminin
artirllmasi igin, uygun bir c¢apraz baglama islemine tabi tutulmasim gerektirmektedir.
HA/CMC/NaAlg nanolifli ylizeyin ¢apraz baglanmasinda, EDC ve NHS c¢apraz baglama
ajanlart kullanilmustir.

EDC (Sekil 6); karboksil gruplari primer aminlere birlestirmek {izere kullanilan, suda
¢ozlinebilen, biyouyumlu ve toksik olmayan bir ¢apraz baglama ajanidir. EDC’nin capraz
baglanmis yapi igerisine dahil olmamasi yani polimer molekiillerine baglanmamasi, 6zellikle
biyomedikal alanda kullanilan malzemeler i¢in Onerilmesini saglamaktadir (Lu ve dig., 2008;
Xu ve dig., 2009; Collins ve Birkinshaw, 2007).
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Sekil 6:
EDC'nin kimyasal yapisi (G-Biosciences, 2016)
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EDC, polisakkarit molekiillerindeki karboksil gruplarmi aktive edip, hidroksil ve karboksil
gruplari arasinda ester bagi olusturarak baglama yapar. Sekil 7'de 6rnek olarak verilen reaksiyon
mekanizmasinda; HA polimerinin karboksil gruplari, karbodiimid ile aktive edilmekte ve O-
aciliire kararsiz ara {irlinii olusmaktadir. Bu kararsiz ara iiriin kisa 6miirlii olup pargalanarak, HA
polimerinin hidroksil ve karboksil gruplarinin birbirine baglanmasini saglamaktadir (Lu ve dig.,
2008; Tomihata ve Ikada, 1997).

HC,
N=(CHyy~N=C=N~CHy~CHy
Hye'

I EDC St
HA—C—QH ———————————————————— HyC—CHy—NH—C=N—(CHn =N — (Dand (2)
PHATS ! ‘cH
|

o=C

|
HA  O-acylurea

CHy N-scylurea

[+] o
HA—OH I 1 Pl
() ——————= HA=C—0—HA + HC=—CHy—HN=C=—NH=(CH;}=N.
Slow \l‘ﬂq
Cross-linked HA

Sekil 7:
EDC'nin HA y1 ¢apraz baglama reaksiyon mekanizmast (Lu ve dig., 2008)

NHS (Sekil 8); karboksilik asit gruplarini aktiflestirmek amaciyla kullamilan bir capraz
baglama ajanidir. Normal bir karboksilik asit, aminlerle tuz olustururken; NHS varliginda aktif
hale gelen asitler, amidleri vermek {izere aminlerle reaksiyona girerler (Tomihata ve Ikada,
1997).

OH

”~

N

0

Sekil 8:
NHS'nin kimyasal yapis: (ThermoFisher Scientific, 2016)

EDC’nin verimliligi NHS varliginda artar. NHS, homo bifonksiyonel ¢apraz baglayicidir.
Bu capraz baglayici tersinmez N-acillire bilesiklerinin olusumunu engellemek i¢in EDC ile
beraber kullanilir. EDC ve NHS'min birlikte kullanimi, hidrolize dayanikli ve tekrar
diizenlenemeyen ara iiriin olusumlarini saglar. NHS de toksik 6zellik gdstermez ve malzemeye
biyouyumluluk, enzimatik bozunmaya karst direng gibi Ozellikler kazandirir. NHS, HA
polimerinde bulunan glukuronik asit kisminin esterlerini aktif hale getirerek, ¢apraz baglamayi
gergeklestirir (Svidronova, 2014) (Sekil 9).
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Stable Intermediate H
Sekil 9:

EDC/NHS'nin HA 'yvi ¢apraz baglama reaksiyon mekanizmast (Svidronova, 2014)
3.2. Karakterizasyon Sonuclari
3.2.1. SEM ve EDS Analiz Sonuclari
Nanolifli ylizeyin morfolojik yapisi lizerine ¢apraz baglama igleminin etkisini gozlemlemek
amaci ile nanolifli yiizeyin ¢apraz baglama islemi oncesinde ve sonrasinda SEM fotograflar

alinmus (Sekil 10), ortalama lif ¢ap1 (inceligi) ve standart sapma degerleri hesaplanmustir.

HA/CMC/NaAlg Nanolifli Yiuzey

g+ 10008
wor

Sekil 10:
HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin SEM goriintiileri
(a) ¢capraz baglama oncesi (X 10.000), (b) ¢apraz baglama oncesi (X 15.000),
(c) ¢apraz baglama sonrasi (X 10.000), (d) ¢apraz baglama sonrast (X 15.000)

Capraz baglama oncesi ¢ekilen SEM fotograflari incelendiginde; iiretilen yiizeyin boncuk
hatas1 icermeyen, diizgiin bir yapiya sahip oldugu ve tiniform, siirekli nanoliflerden olustugu
belirlenmistir. Ancak, liflerin temas noktalarinda yapigsmalar oldugu gorilmistir. Yizeyi
olusturan liflerin ortalama cap (incelik) degeri, 116 = 33 nm olarak hesaplanmstir. Capraz
baglama islemi sonrasinda elde edilen SEM fotograflarinda ise; nanolifli yiizeyin lifli yapisini
kaybetmedigi ancak, liflerin yassilastigi ve temas noktalarindaki yapismalarin daha belirgin hale
geldigi fark edilmistir. Capraz baglama isleminde kullanilan EDC/NHS ¢apraz baglayici ajan,
nanolifli yiizeyi olugturan polimer molekiillerindeki karboksil gruplarini aktive ederek, hidroksil
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ve karboksil gruplarini birbirine baglamaktadir (Tomihata ve lkada, 1997). Capraz baglama
esnasinda olusan yeni gapraz baglar ise, lifli yapinin sikismasina yol agmaktadir (Sinha ve dig.,
2013). Agyrica; nanolifli ylizeylerde c¢oziiciiniin hizla buharlasmasi yassit lif bantlarinin
olugmasina sebep olmaktadir. Lifler igerisine sikisan bir miktar ¢oziicli buharlastiginda lifler
¢okerek yass1 bantlar haline doniisiir (Baji ve dig., 2010) Boylece; ¢apraz baglama sonrasindaki
yassilagmanin, olusan yeni ¢apraz baglarin etkisiyle nanolifli yapinin sikismasi ve bu esnada
yapida bulunan su molekiillerinin uzaklasmasi nedeniyle olusmus olabilecegi sonucuna
varilmistir. Yassilasmanin bir sonucu olarak; ¢apraz baglama islemi ile yiizeydeki liflerin
ortalama c¢ap (incelik) degeri, 164 + 71 nm seviyesine cikarak yaklasik %43 oraninda artis
gostermistir. Ayrica; elde edilen yiizeyin ¢apraz baglama oncesi ve sonrasinda olgiilen kalinlik
degerlerinin sirasiyla, 111 £ 34 ve 53 £ 10 p oldugu ve capraz baglama islemi ile yiizeyin
yaklagik %52 oraninda inceldigi tespit edilmistir. Bu durum; ¢apraz baglama islemi sonrasinda,
nanolifli ylizeydeki liflerin yassilasmis olmasi ile iligskilendirilmistir.

Capraz baglama isleminin nanolifli yiizeydeki kimyasal etkilerini incelemek i¢in EDS
analizi yapilmistir. Elde edilen elementel analiz sonuglar1 Sekil 11 ve 12'deki grafiklerde
verilmektedir.

Spectrum: HA/CMC/NaAlg

El AN Series unn. C norm. C Atom. C Error
[wt.%] [wt.%] [at.3%] %1

50.65 46.96 16.5
28.51 35.21
12.08 12.79
5.40 3.49
3.36 1.56

o
c
N
N:
s

oo e e
[

Total: 100.00 100.00 100.00

keV
Sekil 11:
HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin EDS grafigi
cps/eV
Spectrum: HA/CMC/NaBlg (Gapraz Bagli)
El AN Series unn. C norm. C Atom. C Error
4 No [wt. %] [wt. %] [at.%] [£3]
C Na s o 8 es 47.20 47.21 42.73 15.2
3 c 6 32.42 32.43 39.10 10.3
N 7 14.72 14.72 15.23 5.3
2 s 16 3.47 3.47 1.57 0.2
Na 11 2.18 2.18 1.37 2
e B e B e Total: 100.00 100.00 100.00
0 T T T T 7 T T T 1 T ]‘h T
0 2 4 6 8 10

Sekil 12:
Capraz bagh HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin EDS grafigi

Yapilan EDS analizi sonuglar1 incelendiginde; ¢apraz baglama dncesi ve sonrasinda dikkat
cekici bir elementel degisim olmadig1 goriilmiistiir. Capraz baglh olmayan yiizey ile ¢apraz baglh
yiizeydeki elementel analizin farkli olmamasi; capraz baglayici ajanlar EDC ve NHS'nin,
polimer yapiya baglanmadan polimerlerin hidroksil ve karboksil gruplari arasinda ester bagi
olusturarak capraz baglama yaptig1 seklinde agiklanmigtir. EDS analizinde; nanolifli yiizeyin
iiretiminde kullanilan polimerleri olusturan, karbon (C), oksijen (O), azot (N) ve sodyum (Na)
gibi temel elementlerin diginda farkli olarak kiikiirt (S) elementi tespit edilmistir. Bu durumun;
liflerin temas noktalarindaki yapigsma da dikkate alindiginda, nanolifli yiizeyin iiretiminde
kullanilan DMSO ¢dziiciisiiniin tam olarak buharlasmamasindan kaynaklanabilecegi tahmin
edilmistir.
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3.2.2. AFM Analiz Sonuglari

AFM analizi, malzemenin yiizey topografisini nanometre seviyesinde goriintiileyebilen ve
molekiiller arasi1 kuvvetleri &lgebilen bir yontemdir (Koral Kog¢ ve Hockenberger, 2009).
Nanolifli yiizeyin ¢apraz baglama iglemi dncesinde ve sonrasinda, AFM analizinde elde edilen
iki ve {i¢ boyutlu goriintiileri Sekil 13 ve 14°de verilmektedir.

HA/CMC/NaAlg
= - -

HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin ¢apraz baglama dncesi ve sonrast iki boyutlu AFM
goriintiileri (@) 10u x 10 u?, (b) 25 x 25 u?

HAICMCINaAlg

(a) HAICMC/NaAlg Gapraz Bagl (b)

Sekil 14:
HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin ¢apraz baglama oncesi ve sonrast ii¢ boyutlu AFM
goriintiileri (@) 10u x 10 u?, (b) 25 x 25 u?

AFM fotograflar incelendiginde; ¢apraz baglama islemi ile nanolifli yapinin bozulmadigi
ancak, liflerin yassilastigi ve kismi ¢oziinme etkisiyle temas noktalarindaki yapigmalarin
belirgin hale geldigi anlagilmistir. Capraz baglama islemiyle yassilagsma nedeniyle gerceklesen
lif capindaki artig, yiizeydeki godzenek boyutlarinin azalmasina ve maksimum yiikseklik
degerlerinin diigmesine sebep olmustur. Yassilagma ve gozenek boyutlarmin azalmasiyla
beraber piirtizliiliik degeri de azalmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin ¢capraz baglama oncesi ve sonrast AFM
parametreleri

HA/CMC/NaAlg Capraz bagh HA/CMC/NaAlg
Parametre 10px10p 25ux251 10px10u 25ux25u
Yiizey ?#nr%zlulugu 194,63 312,80 39,32 124,62
YﬁZCy(ﬁ;I‘)plkllgl 0,0609 0,2208 -0,8966 -0,5731
Yﬁze}(/nl;]';l)smhgl 05763 0,5444 1,1013 0,2862
Max. (?%‘;ekhk 2076,64 | 393543 387,18 1374,96

AFM analizlerinde yiizey ¢arpikligi degerinin 0’dan biiyiik olmasi; tepecikli diiz bir yiizeyi
ifade ederken, 0’dan kiigiik olmasi; gézenekli diiz bir yilizeyi ifade etmektedir (Wysocka ve dig.,
2008). Capraz bagh ylizeylerde yiizey carpikliginin 0’dan kiigiik olmasi, daha kiigiik ancak
sayica daha ¢ok gozenekli bir yapryi isaret etmektedir. Capraz bagli nanolifli ylizeyde gozenek
boyutunun azaldigir ve gozenek hacminin arttigi BET analizi ile de dogrulanmustir (Tablo 2).
BET analizi sonuglar1 incelendiginde; ¢capraz bagh yiizeyde yassilagma dolayisiyla piiriizliliigiin
azalmasina paralel olarak yiizey alaninin 6nemli Slglide arttigi goriilmiistiir. Capraz baglama
sonrasinda lif caplarinin artisina ragmen yiizey alaninin artmasi, ¢apraz baglama islemi
esnasinda liflerin yassilagmasina baglanmistir. Bunun sonucunda da, ¢apraz bagl yilizeyde
gozenek boyutu azalmistir. Ayrica, ¢apraz baglama sonrasinda gozenek boyutu kiiciiliirken
gozenek hacmi artmistir. Yiizeylerin kalinli§i azalirken beklenmeyen sekilde ortaya gikan
gozenek hacmi artisi; c¢apraz baglama esnasinda, lif icinde sikisan bir miktar ¢6ziicliniin
buharlagmasi ile, liflerin kismen ¢oziinmesinden dolayr yeni gozeneklerin olustugu seklinde
yorumlanmustir.

Tablo 2. HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin capraz baglama oncesi ve sonrasi BET analizi

sonuclari
Yiize Yiizey alani Gozenek Gozenek hacmi
uzey (m?/g) boyutu (nm) (cm?/g)
HA/CMC/NaAlg 0,90 16,99 0,0045
Capraz bagli HA/CMC/NaAlg 18.81 10,56 0,0596

Yiizey basiklig1 degeri ise, yiizeyde yer alan zirve ve vadilerin dagilimina gore yiikseklik
dagilmim ve ylizey yapisini tanimlamaktadir. Yiizey basikligi degeri 3 ise, yiizey normal
yiikseklik dagilimina sahipken; 3’ten kii¢iik ise, tepecikler ve vadilerin arasinda yumusak
gecislerin oldugu daha genis bir yiikseklik dagilimindan s6z edilmektedir (Singh ve dig., 2011).
Buna gore, ham ve ¢apraz bagli nanolifli yiizeyin genis yiikseklik dagilimina sahip oldugu
anlagilmigtir.

3.2.3. FTIR Analizi Sonuclari
Uretilen nanolifli yiizey, ¢apraz baglama oncesi ve sonrasinda FTIR analizi ile karakterize

edilerek; capraz baglamanin etkinligi ve c¢apraz baglayicilarin kimyasal yapiya etkisi
incelenmigtir. Elde edilen FTIR spektrumlar1 Sekil 15'de verilmektedir.
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HA/CMC/NaAlg

HA/CMC/NaAlg Capraz Bagh

Sekil 15:
HA/CMC/NaAlg ve ¢capraz bagh HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin FTIR spektrumlar:

Literatiirde (Kim ve dig., 2008b; Ji ve dig., 2006a; Tong ve dig., 2008; Xiao ve dig., 2002)
yer alan bilgiler 1518inda HA/CMC/NaAlg ve ¢apraz baglit HA/CMC/NaAlg nanolifli yilizeylerin
spektrumlart incelendiginde; HA'ya ait karboksil grubu (ham:1621,14 cm™, ¢apraz
bagli:1605,75 cm™), C-H gerilmesi (ham:2955,45 cm™, capraz bagli:2922,12 cm™), C-H
egilmesi (ham:1327,18 cm™, capraz bagli:1322,62 ¢cm™), C-O-C grubu (ham:1147,33 cm™,
capraz bagli:1147,50 cm™), N-H gerilmesi (ham:3280,69cm™, ¢apraz bagli:3270,85 cm™) ve C—
O egilmesi (ham:1030,68 cm *, capraz bagli:1024,05 cm™) pikleri goriilmektedir. Her iki
yiizeyde FTIR spektrumundaki 750-950 cm™ arasindaki bantlar, NaAlg yapisindaki sirasiyla
guluronik asit ve mannuronik asit varligim gostermektedir. HA/CMC/NaAlgnin FTIR
spektrumundaki 2800 ile 3500 cm™ deki pikler ise, CMC polimerinin hidroksil grubundan
kaynaklanmaktadir ve ¢apraz baglama sonrasinda bu piklerin siddeti azalmistir.

Sonug olarak, firetilen nanolifli yiizeyin ¢apraz baglama Oncesi ve sonras1 FTIR
grafiklerinde; ¢apraz bagl yiizeyde ester baglarmin varligin1 gosteren piklerin bulunmasi ve
ham yiizeydeki hidroksil gruplarmmin yer aldigi piklerin ¢apraz baglama sonrasi siddetinin
azalmasi, ¢apraz baglamanin kimyasal olarak basarili bir seklide yapildigini ortaya koymustur.

3.2.4. Suya Dayanim Test Sonuclari

Nanolifli yiizeye uygulanan c¢apraz baglama ve kurutma islemlerinden sonra; kullanilan
capraz baglayict ajanin etkinligini tespit etmek icin, yiizeyler oda sicakliginda saf su igerisine
daldirilmigtir. Capraz baglama yapilmamis numune i¢in suya atildigi andan ¢6ziinmenin
tamamlandig1 ana kadar gecen siire belirlenmistir. Capraz baglama isleminden gegen nanolifli
ylizey ise, 24 saat saf su icerisinde bekletilmistir.

Capraz baglama yapilmamis yiizeyin, suya atildigi ilk saniyelerden itibaren hizla dagilarak
jellesme siirecine girdigi goriilmiistiir. Suya atildigr ani takip eden 15. saniyede yiizey, tamamen
jel haline gelmistir (Sekil 16). Capraz bagh ylizeyin ise; suda ¢oziinmedigi ve boyutsal
stabilitesini korudugu gozlemlenmistir (Sekil 17). Boylece, uygulanan ¢apraz baglama isleminin
basarili oldugu sonucuna varilmaistir.
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Sekil 16:
Capraz baglama oncesinde HAICMCINaAlg nanolifli yiizeyin suya dayanim testi

Sekil 17:
Capraz baglama sonrasinda HAICMCINaAIg nanolifli yiizeyin suya dayanim testi

4. SONUC

Bu ¢alismada; biyomedikal uygulamalar igin polisakkarit esasli polimerlerden elektro ¢ekim
yontemi ile nanolifli ylizey liretimi amaglanmistir. %12 HA, %2 CMC ve %2 NaAlg polimer
¢ozeltilerinin hacimce 3/1/1 oraninda karigimindan diizgiin, boncuksuz ve olduk¢a ince lif
caplaria sahip nanolifli yiizey liretimi gerceklestirilmistir.

Uretilen nanolifli yiizeyin suya dayanimi, hedeflenen biyomedikal uygulamalar icin yeterli
olmadigindan; ¢apraz baglama isleminin uygulanmasi gerekmistir. Bu amagla; iiretilen nanolifli
yiizeyin morfolojik 6zelliklerine zarar vermeyen ve toksik etkileri olmayan 80 mM/100 mM
EDC/NHS ajani1 kullanilarak, yiizey tizerinde capraz baglama islemi gergeklestirilmistir.
Yiizeyin morfolojik 6zelliklerinin tayini igin elde edilen SEM goriintiilerinde; ¢apraz baglama
isleminin iretilen yiizeyin lifli yapisim bozmadigi ancak, liflerin yassilagtigi ve temas
noktalarinda yapigsmalarin oldugu goriilmiistiir. Liflerin yassilagsmasi nedeniyle; capraz bagh
yiizeylerde ortalama lif ¢ap1 yaklasik %43 oraninda artarken, yilizey kalinhigi yaklasik %52
oraninda azaltmistir.

AFM ve BET analizi sonuglar birlikte degerlendirildiginde; c¢apraz baglanmis nanolifli
ylizeyde; yiizey piriizliiliigii ve max. ylikseklik degerlerinin azaldigi, buna paralel olarak yiizey
alan1 ve gdzenek hacminin arttig1, gozenek boyutlarnin ise kiiciildigii tespit edilmistir.

EDS ile yapilan elementel analiz sonuglarina gore; nanolifli yilizeyin iiretiminde kullanilan
polimerleri olusturan C, O, N ve Na gibi temel elementlerin disinda farkli olarak S elementi
tespit edilmistir. Bu durum; HA polimeri igin ¢6ziicli olarak kullanilan DMSO'nun, iiretim
esnasinda tamamen buharlagmadig seklinde yorumlanmustir.

Nanolifli ylizeye ait FTIR grafiklerinde; ¢apraz bagli yiizeyde ester baglarinin varligini
gosteren piklerin bulunmasi ve ham yiizeydeki hidroksil gruplara ait piklerin ¢apraz baglama
sonrasi siddetinin azalmasi, kullanilan ¢apraz baglama ajaninin polimerdeki hidroksil gruplari
arasinda ester bagi olusturduguna dair literatlir bilgisi 1s18inda, capraz baglama isleminin
basarili bir seklide yapildigini ortaya koymustur.

Suya dayamim testinde; ¢apraz bagl olmayan ylizey ilk saniyelerde jelleserek dagilmaya
baslarken, ¢apraz bagh ylizeyin suda ¢oziinmedigi ve 24 saat boyunca boyutsal stabilitesini
korudugu gézlemlenmistir.
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Elde edilen sonuglar; ¢apraz baglanmis HA/CMC/NaAlg nanolifli yiizeyin biyomedikal
alanda kullanimi igin, performansinin degerlendirilmesi amaciyla gergeklestirilmis sonraki
calismalara bir temel olusturmustur.

5. TESEKKUR

Bu ¢alisma; TUBITAK tarafindan desteklenen 214M415 no’lu “Biyobozunur Polimerlerden
Elektro Cekim Yontemiyle Uretilmis Nanolifli Yiizeylerin Abdominal Dokuda Adezyon
Bariyeri Olarak Kullanim Performansinin in Vitro ve in Vivo Calismalarla Degerlendirilmesi”
adli proje kapsaminda hazirlanmustir.
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