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Nanoteknolojinin gelisimiyle polimerlerin nano biiyiikliikkte sentezi, karakterizasyonu ve islenmesine
yonelik ¢aligsmalar hiz kazanmistir. Morfolojileri ve biiyiikliiklerine bagli olarak yigin haldeki yapilarina
gore farkli toksikolojik 6zelikler gosterebilen nano polimerler, kullanim ddngiileri boyunca canli ¢evre ile
etkilesim icerisindedir. Bu nedenle, polimerlerin yigin haldeki toksikolojik 6zelikleri yaninda nano
boyuttaki toksikolojik dzeliklerinin de arastirilmasi 6nem tagimaktadir.

Bu c¢alismada, poliakrilonitril (PAN) ve poliiiretan (PU) polimerleri nanoparcacik ve nanolif olarak,
sirastyla miniemiilsiyon polimerizasyonu ve elektro-egirme yontemleri kullanilarak {iretilmistir. Elektro-
egirme parametrelerinin optimizasyonu i¢in yamit yiizey yontemi (RSM) kullamilmustir. Sentezlenen
parcaciklarin biiyiikliikleri, gecirimli elektron mikroskonu (TEM), dinamik 151k sagilmasi (DLS) ve
diferansiyel satrifiij ¢oktliirmesi (DCS) yontemleriyle karakterize edilmistir. Nanolif yapisinda tretilen
polimerlerin lif ¢aplar1 . taramali elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmistir. Nanopolimerlerin
biiyiikliik ve morfolojilerindeki degisimin sitotoksisiteleri lizerine etkisini belirlemek amaci ile viicut-dist
MTT sitotoksisite testleri ger¢eklestirilmistir.

Sonug olarak, PAN nanolif ve nanoparcaciklarin ortalama caplari sirastyla 250 nm ve 99 nm, PU
nanoparcaciklarin ortalama ¢apt 78 nm ve nanoliflerin ¢apt ise 400-1000 nm araliginda bulunmustur.
Gergeklestirilen sitotoksisite testleri, farkli yapidaki her iki polimerin de hiicre canliligina farkl
derecelerde olumsuz etkiye sahip oldugunu gostermistir. PAN nanoliflerinin, nanopargacik yapisina
kiyasla daha sitotoksik oldugu saptanmistir. PAN nanolif yapilart igin sitotoksisitenin zamanla ve
ekstrakt derisimindeki artigla arttigi, hiicre canliliginin %36 seviyesine diistigii gézlenmistir. Kullanim
alan1 ve miktar1 hizla artan PAN nanoliflerin 6nemli derecede sitotoksik 6zelik gdsterdigi belirlenmistir.
Polimerlerin nano biiyilikliikteki toksik etkilerini daha iyi belirleyebilmek i¢in ileri seviye viicut-dis1 ve
viicut-igi toksisite testlerine gereksinim vardir, bu g¢alisma daha sonraki arastirmalar igin referans
olusturacaktir.
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Anahtar Kelimeler: Poliakrilonitril(PAN), Poliiiretan(PU), Polimer nanolif, Polimer nanopargacik,
Miniemiilsiyon, Elektro-egirme, In vitro sitotoksisite, MTT
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With the development of nanotechnology, studies related to synthesis, characterization and processing of
nano polymers has gain speeds. Depending on the morphology and size, nano polymers may show
different toxicological behavior compared to their bulk concentrations and they are in contact with living
system throughout their life-cycle. With this reason, polymer toxicity at the nano size has to be
investigated besides their toxicological behavior in bulk concentration.

In this study, polyacrylonitrile (PAN) and polyurethane (PU) polymers were produced as nanoparticle and
nanofiber respectively with miniemulsion polymerization and electro-spinning. Response surface
methodology (RSM) was used for the optimization of electrospinning parameters. Synthesized particles
sizes were characterized with transmission electron microscope (TEM), dynamic light scattering (DLS)
and Differential centrifugal sedimentation (DCS). Electrospun nanofiber diameter was characterized with
scanning electron microscope (SEM). To define the cytotoxicity of the nenopolymers, MTT cytotoxicity
tests were carried out over L-929 fibroblst cells.

As a result, PAN nanofiber and nanoparticle average diameters was found to be 250 nm and 99 nm
respectively, PU nanoparticle average diameter was found 78 nm and nanofiber diameter was between
400-1000 nm. Cytotoxicity tests showed that different structures of both polymers had varying negative
effects on cell viability. It was found that PAN nanofibers had greater cytotoxic effect compared to PAN
nanoparticles. PAN nanofibers cytotoxicity increased with time and extract concentration, it was found
that cell viability came down to 36%. It was observed that PAN nanofibers showed significant cytotoxic
effect. For an exact definition on the toxic effects of nano polymers, advanced in-vitro and in-vivo
toxicity studies are needed, this study will be a reference for future toxicological investigations.

June 2014, 78 pages

Key Words: polyacrylonitrile (PAN), polyurethane (PU), polymer nanofiber, polimer nanoparticle,
Miniemulsion, Electro-spinning, in-vitro cytotoxicity, MTT
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1. GIRIS

Son yillarda nanoteknolojiye olan ilgi tiim diinyada oldugu gibi Tiirkiye’de de giderek
artmakta ve bir¢cok alanda uygulama imkani bulmaktadir (ilag, enerji, malzeme,
kozmetik, tekstil vs.). Nanoteknoloji kullanilarak {iiretilen tirtin miktarindaki artisa bagl
olarak bu alanda g¢alisan insan sayisi da giderek artmaktadir. Her teknoloji biiyiik
avantajlara sahip oldugu gibi beraberinde yeni birgok risk ve belirsizlikler
getirmektedir. Teknolojilerin siirdiiriilebilir bir sekilde giivenli kullanimi i¢in bu
belirsizlik ve risklerin giderilmesi ya da kontrol altina alinmasi gerekmektedir. insan
sagligi, giivenligi ve gevre agisindan degerlendirildiginde nanoteknoloji kaynakli risk ve
belirsizlikler, nano yapilarin insan viicudu ve cevre ile etkilesimi sonucunda

olusmaktadir (Ananymous 2004).

Dogada polimer yapida bulunan kimyasal bilesiklerin yani sira yapay olarak tiretilen ve
kullanim amacina gore ¢esitli kimyasal ve fiziksel iglemlerle modifiye edilen polimerler
de mevcuttur. Bu polimerlere plastik polimerler denilmektedir. Plastik polimerlerin
tiretim asamasinda gerekli kimyasallarin birgogu ham petrolden elde edilmektedir. Bu
kimyasallardan bazilar1 insan saglig1 ve ¢evre i¢in tehlikelidir ve polimerlerin; liretim
kullanom ve atik evrelerinde ortama salinabilmektedir (Lithner wvd. 2011).
Nanoteknolojinin gelisimiyle, polimerler “nano” boyutta islenmeye ve kullanilmaya
baslanmistir. Polimerler “nano” boyutta, tekstil, ila¢ taginimi, gida, doku miihendisligi,
medikal ve kompozit teknolojisi gibi ¢esitli alanlarda kullanilmaktadir. “Nano” boyutta,
polimerler genellikle lif ve pargacik yapida calisilmaktadir. Bu nano-polimerler yigin
haldeki yapilarindan, “boyut” ve “fiziksel yap1” gibi degiskenlere bagli olarak farkli
toksikolojik 6zelikler gosterebilmektedir. Bu nedenle kullanim dongiileri boyunca insan
ve cevre ile etkilesim igerisinde olan “nano” boyuttaki polimerlerin toksikolojik

ozeliklerinin incelenmesi 6nem tagimaktadir (Som vd. 2011).

Bu calismada, diinya c¢apinda tliretim ve kullanim miktarlar yiiksek olan politiretan (PU)
ve poliakrilonitril (PAN) polimerlerinin nano biiyiikliikteki toksikolojik 6zelikleri ve

yapisal farkliliklarin (lif, parcacik) bu toksikolojik 6zeliklere etkisi incelenmistir. Nano-



lif yapisindaki PU ve PAN polimerleri elektro-egirme yontemiyle iiretilmis ve lif ¢aplari
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile belirlenmistir. Nano-pargacik yapisindaki PU
ve PAN polimerleri ise miniemiilsiyon polimerizasyon yontemiyle sentezlenmis ve
parcacik biiyiikliikleri Dinamik Isik Sagilmasi (DLS), Diferansiyel Santrifiij Coktiirmesi
(DCS) ve Gegirimli Elektron Mikroskobu (TEM) ile saptanmistir. MTT viicut-dist
sitotoksisite testi ile PU ve PAN polimerler nanolif ve nanopargaciklarin toksik

ozelikleri incelenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Giivenli Nanoteknoloji

En az bir boyutu 1 nm ve 100 nm (1nm=10°m) arasinda olan yapilara yonelik
calismalar nanoteknolojinin uygulama alanina girmektedir. Bir¢ok sektorde uygulamaya
sahip olan (ilag, enerji, malzeme, kozmetik, tekstil vs.) nanoteknoloji, hem var olan
malzemelerin 6zeliklerinin iyilestirilmesini, hem de yeni ve iistiin 6zelikli malzemelerin
iretilmesini  saglamaktadir. Bu nedenle nanoteknolojiye 21. Yiizyilin teknolojisi

denilmektedir (Anonim 2004).

Yasamimizdaki yerini giderek artiran nanoteknoloji bir¢ok sektdre biiyiik yenilikler
getirmektedir. Gilicli ve etki alanit genis olan bu teknoloji beraberinde sorumlu ve
giivenli kullanimini da gerektirmektedir. Bu konu ilk kez Ingiliz bilimler akademisi
“Royal Society” tarafindan giindeme getirilmistir. 2004 yilinda kurumun yaymlamis
oldugu “Nanoteknoloji: Firsatlar ve belirsizlikler” adli yayinda, giderek artan
nanoteknoloji uygulamalarina karsilik bu teknolojinin iirlinii olan nanomalzemelerin
insan saglig1 ve cevre iizerine olast olumsuz etkilerine dikkat ¢ekilmistir. 2009 yilinda
AB is saghgi ve giivenligi orgiitii (EU-OSHA) tarafindan, Avrupa’da ise uzmanlar
arasinda yapilan bir anket caligmasi sonucunda nanoteknoloji kaynakli risk ve
tehlikeler, oniimiizdeki donemde dikkat edilmesi gereken “On temel kimyasal risk”

listesinde birinci sirada gosterilmistir (Anonymous 2011).

Nanoteknoloji kaynakli bu risklerin kontrol edilebilmesi ve bu teknolojinin giivenli
kullanim1 i¢in nanomalzemelerin olasi toksik etkileri belirlenmelidir. Toksikolojik
verilerin yaninda nanoteknolojik son iirlinlerin, iiretim asamasindan son tiiketici ve atik
asamasina kadar olan siireci kapsayan kullanim dongiileri de iyi analiz edilmelidir. Bu
malzemelerin kullanim dongiilerinin hangi asamasinda, insan ve cevre ile nasil bir
etkilesim icerisinde oldugu 6nemlidir. Nanomalzemeler ne tam olarak giivenli ne de tam

olarak tehlikelidir. Giivenlik caligmalar1 sonucunda elde edecegimiz veriler ve



nanomalzemelerin kullanim dongiileri boyunca uygulayacagimiz kontrol énlemleri bu

ayrimi1 yapmamiza yardimci olacaktir (Anonymous 2009b).

Giivenli nanoteknoloji ¢aligsmalar yiiriitiiliirken izlenecek alt1 temel adim vardir. Bunlar;
malzeme ve islemin tanimi, malzemenin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu,
malzemenin toksikolojik karakterizasyonu, olasi etkilenmenin belirlenmesi, elde edilen
verilerle risklerin degerlendirilmesi ve giivenli kullanim i¢in &nlemlerin belirlenmesi

adimlaridir (Anonymous 2004, Anonymous 2012).

Nanomalzemelerin giivenli kullanimin1 saglamak i¢in izlenecek bu calisma adimlari

asagida detayl1 olarak agiklanmustir.

2.1.1 Malzeme ve islemin tanim

Malzemelerin karakteristik 6zelikleri, yapisina ve kullanildig1 prosese gore degiskenlik
gostermektedir. Giin gectikge artan nanomalzeme sayist ve bu malzemelerin kullanildig:
proseslerin ¢esitliligi nanomalzemelerin belirli kurallara gore siniflandirilmasini
gerektirmektedir. Giivenli nanoteknoloji ¢alismalart yiiritiiliirken bu nanoyapilarin
kimyasal igeriklerine gore simiflandirilmasi faydali olacaktir (Anonymous 2012).

Bunlar;

Karbon temelli nanoyapilar: Temel yapitasi karbon olan ve C-C baglariyla
olusturulan nanoyapilardir. Karbon atomlarinin baglanma sekillerine gore farklh
yapilarda elde edilmektedirler (CNT, Fulleren, Grafen, Karbon siyahi) (Anonymous
2009a).

Metalik temelli nano yapilar: Bu kategoride parcaciklar yi1gin halindeki bilesiklerinin
nano yapidaki esdegeridir. Nano demir(Fe) ve nano giimiisii(Ag) Ornek olarak

verebiliriz. Metalik nanopargaciklar oksitleri seklinde de nanoteknolojik uygulamalarda



kullanilmaktadir, Titanyum dioksit (TiO,) ve ¢inko oksidi( ZnO) gibi (Anonymous
2009a).

Kil temelli nanoyapilar: Kil minerali dogada nano yapida bulunmaktadir. Yalniz yigin
halindeki kil mineralini nanoteknolojik uygulamalarda kullanabilmek igin birka¢ 6n

islemden gegirilmesi gerekmektedir (kompozitler, SiO,, Al,O3) (Anonymous 2009a).

Organik nanoyapilar: Nano polimerler ve dendrimerler bu kategoriye girmektedir. Bu
yapilar klasik polimerlerin nano boyuttaki esdegerleridir. Nanolif ve nano pargacik

olarak elde edilmektedirler.

Giivenlik c¢aligmalart igin segilecek nanomalzeme ile kullanilacagi islemin de
belirlenmesi 6nemlidir ¢linkii malzemenin karakteristik 6zelikleri ortam sartlarina gore
degiskenlik gosterebilmektedir. Ilk basamakta belirlenen bu kistaslar giivenlik
calismasinin  malzeme ve islem odakhh yiiriitiilmesini saglayacaktir, bdylece
nanomalzemenin kullanildig1 ortamdaki olasi riskler belirlenebilecektir (Anonymous

2012).

2.1.2 Nanomalzemenin fiziksel ve kimyasal karakterizasyonu

Nano boyutta malzemeler, y1gin halinde gosterdikleri 6zeliklerden ¢ok farkli 6zelikler
gosterebilmektedir. Nanomalzemelerle ¢alisilirken fiziksel ve kimyasal 6zeliklerin iyi
belirlenmis olmasi amaca uygun dogrultuda ilerlenmesini saglayacaktir. Pargacik
boyutu, yiizey alan1 ve yiizey reaktivitesi ve ¢Oziiniirliik giivenlik ¢aligsmalart igin
onemli basliklardan birkacidir. Bu o0Ozelikler ¢esitli analiz  yontemleri ile
belirlenmektedir. Ornek olarak; taramali elektron mikroskobu (SEM), gecirimli elektron
mikroskobu (TEM), dinamik 1sik sacgilmasi (DLS), UV spektrometresi, niikleer
manyetik rezonans (NMR) ve fourier kizilotesi spektrometresi (FTIR) yontemleri

verilebilir.



Nanopargaciklar biiyiikliiklerine gore insan viiclidunda farkli etkilere sahip olabilirler.
Sekil 2.1°de solunum yolu ile insan viicuduna giren nanoparcaciklarin, boyutlarma gore

insan solunum sisteminde birikim noktalar1 gésterilmektedir (Myojo 2010).
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Sekil 2.1 Insan solunum sisteminde parcacik boyutuna gore birikim noktalar1 (Myojo
2010)

2.1.3 Nanomalzemenin toksikolojik karakterizasyonu

Boyutla degisen 6zelikler parcacigin zehirlilik (toksite) miktarin1 da degistirmektedir.
Bu asamada nanomalzemelerin ¢esitli test ve deneylerle canli hiicrelere, dokulara ve
cevreye olan toksik etkileri incelenmektedir. En basit olarak uygulanan in-vitro yontemi
ile malzemenin ¢esitli canli hiicreler iizerindeki etkileri incelenmektedir. In-vitro
testlerinin yetersiz kaldig1 asamalarda ise, organizmalar ve canli sistemlerin kullanildig:
pahali ve daha kompleks in-vivo testleri gerceklestirilmektedir. Pargacigin toksikolojik
karakterizasyonundaki nihai amag¢ calisilan malzemenin canli ortamlarda toksitesini

belirlemek ve parcacik i¢in bir etkilenme sinir degeri olusturmaktir. Bu deger parcacigin



insan ve cevre ile etkilesim igerisinde oldugu asamalarda toksik etkisini azaltmaya

yonelik caligmalarda referans olusturacaktir (Mullera vd. 2005).

Sekil 2.2, farkli miktarlarda karbon nanotiip (CNT) etkilenmesi sonucu fare akcigerinde
meydana gelen tahribati gostermektedir. Coziiniirligli diisiik olan nanoparcaciklar
etkilenme sonucu girdigi canli viicudunda belirli hedef organda birikim
gerceklestirmektedir. Bu durum ise organda fonksiyon kaybina ya da tamamen islevini

kaybetmesine neden olmaktadir (Mullera vd. 2005).
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Sekil 2.2 Fare akcigerinin karbon nanotiip (CNT) etkilenmesi sonucu goriiniimii
(Mullera vd. 2005)

A) Etkilenmemis akciger, B) 5 g CNT, C) 10g CNT



Sekil 2.3 Insan makrofaj hiicreleri (Sanchez vd. 2011)

A)etkilenmemis hiicre B)karbon siyahi, C)CNT D)Grafen E)Fulleren FYMWCNT

Sekil 2.3, In-vitro testleri sonucunda, karbon temelli farkli nanoyapilarm insan makrofaj
hiicrelerinde birikimi sonucunda meydana getirdigi tahribati gostermektedir (Sanchez

vd. 2011).

2.1.4 Nanomalzemelerle calisma ve nanomalzeme etkilenmesinin belirlenmesi

Genis bir kullanim alanina sahip miihendislik iirlinii nanomalzemeler {iretim
asamasindan son tiliketiciye ulagana dek insan ve gevre ile etkilesim igerisindedir. Bu
asamalarin tamami parcacigin kullanim dongiisiinii  olusturmaktadir. Pargacigin,
kullanim dongiisiiniin hangi evresinde insanla etkilesim icerisinde oldugu ve viicuda
hangi yolla girdigi 6nemlidir. Giivenli nanoteknoloji c¢aligmalarinda da etkilenme
miktarinin belirlenmesi temel hedeftir. Bu amaca yonelik nano boyutta ortam 6l¢timii
yapabilecek cihazlar gelistirilmistir. Bu cihazlar, ortamda bulunan ve insanin etkilendigi
parcacik miktarin1 ve parcaciklarin boyut dagilimlarmi belirlemektedir. Ayrica
gerceklestirilen klasik ortam Olgiim tekniklerine kiyasla daha karmasik sistemler ve
cihazlar da kullanilmaktadir. Bu 6l¢timlere ek olarak ortam verilerinden faydalanarak
bilgisayar ortaminda modeller ve simiilasyonlar esliginde etkilenme senaryolari

gerceklestirip gergege uygun veriler de elde edilebilir (Anonymous 2012).



Etkilenme miktar1 kadar etkilenme yolu da ¢ok 6nemlidir. Nanomalzemeler ii¢ yolla

insan viicuduna girmektedir, bunlar; solunum, deri ve yutmadir.

Nanoyapilar ¢ok kiiciik boyutlarindan dolayi, dolasim sistemi ile tasinarak veya
penetrasyonla viicuda girdigi noktadan farkli bir noktada da birikim gergeklestirebilir.
Sekil 2.4, TiO, nanopargaciklarinin deri tizerinde etkiledigi noktadan penetrasyonla deri

igerisine ilerleyisini gostermektedir (Zhu vd. 2011).

Sekil 2.4 TiO2 nanoparcaciklarinin derideki ilerlemesi (Zhu vd. 2011)

2.1.5 Nanomalzeme risk degerlendirmesi

Bu asamada, malzeme karakterizasyonu sonucunda elde ettigimiz verilerle, sistematik
yontemler kullanarak, nanomalzemelere olasi etkilenme riski ve tehlike seviyesi
belirlenmektedir. Nanomalzemelerin riskleri degerlendirilirken karsilasilan en biiyiik
sorun, bu malzemeler hakkindaki bilgi eksikligidir. Kullanim1 artan pargacik miktartyla
paralel olarak karakterizasyon ve tanimlama ¢alismalar1 da gergeklestirilmelidir. Clinkii
bu c¢alismalardan elde edilen veriler risk degerlendirmesi sirasinda kaynak
olusturmaktadir. Veri sayisinin sinirli oldugu durumlarda nanomalzemelerin riskleri

belirlenirken “Kontrol Katmanlar1” (Control Banding) risk degerlendirme yontemi



uygulanmaktadir. Bu yontemin en biiylik avantaji; etkisi belirsiz tehlikeler karsisinda
giivenlik katmanlarmin olusturulmasi ve her bir asamada tehlikeye 6zel kontrol
Onlemlerinin uygulanmasidir. Bu 6nlemler parcaciin veya prosesin her bir agsamada

giivenli kullanimini saglamaktadir.

Cizelge 2.1 Siddet ve olasilik degerleri i¢in belirlenen katsayilar (Zalk vd. 2010)

Siddet Degeri Malesimum skor  Malesinmm skor Maksitmmm siddet
(Pilot) (Revize edilmis) degeri
Yiizey kimyasi 10 10 76/100
Parcacilk seldi 10 10
Pargacik capt 10 10
C Szimniirhilc 10 10
Kanserojen 7.5 6
Ureme toksitesi 1.5 6
Mutajen 1.5 6
Dermal toksite 1.5 6
Astim N/A 6
Toksite 7 6
Olasihk Degeri Maksitmum skor Maksinmm skor Malksimmm olasthkc
(Pilot) (Revize edilmis) degeri
Nanomalzeme 25 25 100/100
mikctars
Tozhhk/sis 30 30
Etkilenen calsan 15 15
sayist
fslemin silcligs 15 15
I;len:un siiresi 15 15

Bu yontem kalitatif bir yontemdir. Belirlenen tehlike parametrelerine (yiizey kimyasi,
parcacik boyutu, ¢oziiniirliik, toksite) belirli katsayilar atanmaktadir (Cizelge 2.1). Bu
tehlike parametrelerine karsilik olasilik (nanomalzeme miktari, ¢alisan sayisi, isin
stiresi) parametreleri de belirlenmekte ve ayni sekilde bu parametrelere de belirli
katsayilar atanmaktadir (Cizelge 2.2). Bu iki bashk (siddet, olasilik) altindaki
parametrelerin katsayilar1 toplanir ve SiddetXOlasilik risk matrisi olusturulur (Cizelge
2.3). Matristen siddet degerine karsilik bir siklik (olasilik) degeri okunarak

nanomalzeme veya prosesin risk seviyesi belirlenir (Cizelge 2.4) (Zalk vd. 2010)
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Cizelge 2.2 Siddet parametreleri i¢in belirlenen katsayilar

Siddet Katsayilari
Yiiksek 10
Orta 5
Diisiik 0
Bilinmiyor 7.5

Cizelge 2.3 Risk matrisi (Zalk vd. 2010)

Olasilik Degeri
Diisiik Olasililc
(26-50)

Olast
(51-75)

Yitksek Olasiik
(76-100)

Cok Disitk Olastik
(0-25)

Siddet | Yuksek

Degeri | 1-79) RL2 RL2
Orta
(26-50) RL | RL |
(0-25) RL | RL I

Cizelge 2.4 Risk seviyeleri

Risk seviyeleri

RL 1 [ Diisiik

RL 2 | Orta

RL 3 | Yiiksek

RL 4 | Cok Yiiksek
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2.1.6 Saghk ve giivenlik 6nlemleri

Bu basamak, nanomalzemelerin gilivenli kullanimi i¢in karar alma uygulama
basamagidir. Belirlenen risk seviyesi kullanilan nanomalzemenin veya prosesin tehlike
smifin1 ifade etmektedir. Bu tehlike sinifina gore, uygulanacak kontrol Onlemi
belirlenmektedir. Nanomalzeme o6zelikleri ve proses sartlarina gore degiskenlik

gosterebilecek bu dnlemler bes adimda siralanmaktadir (Anonymous 2007).

Prosesin veya malzemenin uygulamadan Kkaldirilmasi: Cok yiiksek riske sahip
malzemeler ve prosesler miimkiinse uygulamadan kaldirilmalidir. Nanomalzemenin

beraberinde getirdigi risk sagladigi faydanin 6niline gegmemelidir (Anonymous 2007).

Tehlikeli kimyasalin, aym gorevi goren daha diisiik tehlikeli veya tehlikesiz
esdeger bir kimyasal ile degistirilmesi (ikame): Risk seviyesi ¢ok yiiksek olan
malzemeler daha az tehlikeli ve ayni gorevi gorebilecek bir baska malzemeyle
degistirilmelidir. Boylece tehlikeli oldugu belirlenen nanomalzemeler elimine edilerek

daha giivenli ortamlar ve iirlinler gelistirilecektir (Anonymous 2007).

Proses iyilestirme: Orta seviyedeki riskler cesitli miihendislik 6nlemleri ile kontrol
edilmelidir. Nanomalzemelerin kullanildig1 proseslerde; havalandirma, kapali sistem,
temiz oda gibi uygulamalar riskin azaltilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Anonymous

2007).

Yonetimsel iyilestirme: Nanomalzeme ile dogrudan etkilesim igerisinde olan iiretici
veya tiiketiciler ¢esitli yonetimsel uygulamalarla malzeme ve prosesin riskleri hakkinda
bilinglendirilmelidir (egitim, denetim). Bu alanda gorev yapan calisanlar i¢in diizenli

olarak saglik taramalar1 gergeklestirilebilir (Anonymous 2007).

Kisisel koruyucu donanmim kullanimi: Son olarak, Nanoteknoloji alaninda g¢alisan

arastirmact ve iscilerin, nanomalzemelerin viicuda girisini engellemek igin; eldiven,
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maske, koruyucu giysi gibi kisisel koruyucu donanim kullanmalar1 Onerilmektedir

(Anonymous 2007).

Bir¢ok nanomalzeme grubu iizerinde, giivenli kullanimlarina yonelik arastirmalar
artarak devam etmektedir. Polimer nanomalzemeler genis kulanim alanlart ve nano
boyutta kolay iglenebilmeleri agisindan bu malzeme gruplari arasinda énemli bir yere
sahiptir. Malzemelerin y1gin halinde gosterdigi karakteristik ve toksikolojik 6zelikler
nano boyutta degisebilmektedir. Y18in halinde toksik olmayan bir polimer nano boyutta
toksik Ozelik gosterebilmektedir ya da Kkarakteristik Ozeliklerinde degisimler
gozlenmektedir. Uretim miktar1 ve kullanim alam giderek artan bu nano yapilarin

giivenli kullanimlar1 saglanmalidir.

2.2 Polimer Nanomalzemeler

Polimerler, tekrar eden kimyasal yapitaglarin (“mer”) birbiri ile bag yaparak
(polimerizasyon) olusturduklar1 biiyiilk molekiillii yapilardir. Dogada polimer yapida
bulunan kimyasal bilesiklerin yan1 sira yapay olarak iiretilen ve kullanim amacina gore
cesitli kimyasal ve fiziksel islemlerle modifiye edilen polimerler de mevcuttur. Bu
polimerlere plastik polimerler denilmektedir. Plastik polimerlerin {iretim asamasinda
birgok kimyasal gerekmektedir ve bunlarin bircogu ham petrolden elde edilmektedir. Bu
kimyasallardan bazilar1 insan saglig1 ve c¢evre icin tehlikelidir ve polimerlerin; tiretim

kullanim ve atik evrelerinde ortama salinabilmektedir (Lithner vd. 2011).

Polimerler, “nano” boyutta, tekstil, ila¢ salimi, gida, medikal ve kompozit teknolojisi
gibi cesitli alanlarda kullanilmaktadir. Yigin halinde toksik ozelikleri bilinen bu
polimerlerin uygulama alanlarina gore ‘“nano” boyuttaki olast toksik etkileri
belirlenmelidir ve giivenli kullanimlarina yonelik 6nlemler alinmalidir (Musyanovych

vd. 2011).
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Polimerler “nano” boyutta lif ve parcacik yapida calisilmaktadir. Farkli tekniklerle, lif
ve parcacik yapisinda elde edilen polimerler yigin halindeki yapilarindan farkli

fizikokimyasal ve toksikolojik 6zelikler gostermektedir (Musyanovych vd. 2011).

2.2.1 Polimer nano-lifler

Nanolif kavrami, 6zellikle son yillarda basta A.B.D, Giiney Kore ve Cin olmak {izere
yogun olarak calisilan, ¢ap1 nano dlgekli lifleri ifade eder. Son 10 yil boyunca mikro lif
endiistrisi ipek, yiin, pamuk gibi dogal lif 6zeligine sahip lriinler gelistirilmis ve
endiistriyel olarak iretilmistir. Kompozit ¢ekim yontemi ile ultra-ince lif eldesi
(mikron) miimkiin olmustur ancak yine de nanolif teknolojisi mikro lif tiretiminden ¢ok
farklidir  (Olgunsoy vd. 2009, Ozdogan vd. 2006). Nanolifler “Fibrilasyon”,
“Meltblowing”, “Spunbond”, ¢ekme, faz ayrimi, self assembly, bikomponent, kalip
sentezi ve elektroegirme (elektrospinning) gibi ¢ok farkli  yOntemlerle
tiretilebilmektedirler. Bu yontemler arasinda, proses parametrelerinin kontrol kolayligi

ve pratik olmasi sebebi ile elektroegirme yontemi 6n plana ¢cikmaktadir.

Nanolif iiretim yontemleri arasinda elektrostatik yontemle elde edilen lifler istenilen
tim Ozelikleri saglayabilmekte ve lif inceligi kontrol altinda tutulabilmektedir. Bu
yontemde, polimer ¢ozeltisi yada lif eriyiginden lif eldesi i¢in elektrostatik kuvvet
kullanilmaktadir (Olgunsoy vd. 2009, Ozdogan vd. 2006). Elektroegirme ad1 verilen bu
yontem son 20 yildir lizerine yogunlukla ¢alisilan bir konu olmasina karsin yontemin
tarihi ¢cok eskidir. 1934 yilinda Formhals tarafindan, elektrostatik kuvvetler kullanilarak
polimerlerden filament lif {iretilmesi isleminin patenti alinmis ve kullanilan bu yontem
“elektrospinning” olarak tanimlanmistir. Son donemlerde, bu yontem ile elde edilen
polimer liflerin c¢aplarinin mikrometre altinda uzunluklarda olmalar1 ve bu 6lciilerin
filtreleme, kompozitleri giiclendirme ve biyomedikal cihazlar gibi 6nemli dl¢lide genis
uygulama alanlar1 i¢in elverigli olmalarindan dolayr bu yonteme olan ilgi hizla

artmaktadir (Ozdogan vd. 2006, Olgunsoy vd. 2009).
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Elektroegirme, uzun zincirli polimerlerin eriyik ya da cozelti olarak akigskan hale
getirilip, elektrik alan uygulanmasidir. Uygulanan voltaj ile viskoelastik akigskan
karsidaki topraklanmig yiizeye incelerek gegmektedir. Diize ucunda iken hemen hemen
diizeyle ayn1 c¢apa sahip olan jet lizerinde yiiksek derecede incelme olmakta ve karsiya
nanometrik ¢apta lifler olarak diizensiz bir sekilde toplanmaktadir (Sekil 2.5) (Olgunsoy
vd. 2009).

Elde edilen lif capina birgok ortam (sicaklik, basing) ve proses (polimer molekiil
agirligl, cozelti cesidi, ¢ozelti derisimi, uygulanan voltaj, toplayict plaka mesafesi)
parametresi etki etmektedir. Bu parametrelerin kontrolii ile istenilen ¢apa sahip lifler

elde edilmektedir.

Polimer ¢dzelusi

- Tayler kona .

Yilksek gerilim

Sekil 2.5 Elektroegirme diizenegi (Olgunsoy vd. 2009)

2.2.2 Polimer nano-pargaciklar

Son donemde genis kullanim alanlar1 nedeniyle polimer nanopargaciklar {izerinde

yapilan ¢alismalarda 6nemli bir artig gozlenmektedir (Sekil 2.6) (Rao vd. 2011).
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Sekil 2.6 Polimer nanopargaciklart konu edinen yayinlarin yllara gére dagilimi (Rao vd.
2011)

Nanoparcaciklar kati1 ve kolloid yapida bulunan 10-1000 nm 6l¢ii araligindaki nanokiire
veya nanokapsiillerdir (Rao vd.2011). Polimerler iki farkli yaklasim ile nano boyutta
elde edilmektedir. Birinci yaklasimda parcaciklar yigin halindeki polimer yapisindan;
coziici buharlastirma, diyaliz, siiperkritik akigskan teknolojisi gibi yOntemler
kullanilarak elde edilmektedir (yukaridan asagiya yaklasim (top-down)). ikinci
yaklasimda ise polimer nanoparcaciklar, monomerlerinden; miniemiilsiyon,
mikroemiilsiyon ve araylizey polimerizasyonu gibi polimerizasyon yontemleri ile

sentezlenmektedir (asagidan yukari yaklagimi (bottom-up)) (Sekil 2.7) (Rao vd. 2011).
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Sekil 2.7 Polimer nanopargacik iiretim yontemleri (Rao vd. 2011)

Parcacik boyut kontrolii, nano boyutta pargacik boyut dagilimi1 ve ¢dziicii uzaklastirma
kolaylig1 nedeniyle mini emiilsiyon polimerizasyon yontemi on plana ¢ikmaktadir. Bu
yontemde yiizey etkin maddelerinin olusturdugu “misel” yapilar1 polimerizasyonun
gerceklestigi kolloid yapilardir (Sekil 2.8). Pargacik boyutu misel ¢apiyla dogru orantili
olarak azalip artmaktadir. Bu yontemde dikkat edilmesi gereken nokta, parcaciklar
sentezlendikten sonra ¢oziicii uzaklastirma asamasidir. Ciinkii pargacigin karakteristik

ozeliklerini  etkiledigi i¢in, son {irlin asamasinda ¢oziicliniin  bulunmamasi

beklenmektedir (Rao vd. 2011).

-

Monomer *“-
—>

«—TI\ 7
VTSR] @)
oINS
Yiizey etkin
madde

L3
(b) [a 4l © *#:‘Hpolimer

e {
J

In (a) ;== Yiizey etkin madde
In(b) ve (¢): . Monomer iceren yiizey etkin madde (Misel)

In (d): . Polimer iceren yiizey etkin madde (Misel)

Sekil 2.8 Miniemiilsiyon polimerizasyonunun sematik gosterimi (Rao vd. 2011)

17



3. KAYNAK ARASTIRMASI

Bu lisansiistli tez kapsaminda; nanoteknoloji, nanomalzemeler, polimerler, toksisite,

nanopargacik toksisitesi, giivenli ¢alisma (is saglig1 ve giivenligi), polimer nano yapilar

(nano lif, nano parcacik) ve giivenli nanoteknoloji konu basliklarinda literatiir taramasi

yapilmistir. Inceleme yapilan kaynaklar ii¢ gruba ayrilmustir. Bunlar; giivenli

nanoteknoloji ile ilgili yayinlanmis uluslar arasi raporlar, karbon ve metalik temelli

nano yapilar ile yapilan ¢alismalar, polimer temelli nanoyapilar ile yapilan ¢alismalardir

(Cizelge 3.1 - 3.5).

Cizelge 3.1 Literatiir taramas1 kapsaminda incelenen uluslararasi raporlar

Yayin adi ve yili Kurulus/Enstitii | Icerik Sonu¢
Nanobilim ve Ingiliz bilimler - Nanoteknoloji ve -Endiistriyel
nanoteknoloji: akademisi nanomalzemeler uygulamalar

firsatlar ve (Royal Society) - Olas1 saglik ve -Tehlike ve Riskler
belirsizlikler gevre etkileri -Uretici ve tiiketici
2004 - Kullanim diyalogu

dongtileri -Sorumluluk ve

- Yasal stirdiiriilebilirlik

diizenlemeler konular tartisilmustir.
Gtivenli Amerikan Is -Olas1 saglik etkileri | Nanomalzemelerle
nanoteknoloji sagligl ve ve riskleri giivenli ¢alisma ilkeleri
yaklagimi glivenligi orgiitiic | -Etkilenmenin belirlenmistir.
2009 (NIOSH) belirlenmesi
Alt1 Avustralya - Zn0, TiO2, CeO, - Toksik etkileri
nanomalzemenin hiikiimeti, Saglik | CNT, Fulleren, - Hayvansal etkilenme

saglik ve
toksikolojik
etkileri 2009

bakanlig1

nano gumius

deneyleri sonucunda
bu nanoyapilarin toksik

potansiyele sahiptir.
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Cizelge 3.1 Literatiir taramasi kapsaminda incelenen uluslararasi raporlar (devam)

Nanomalzemelerin

Avrupa konseyi,

-Yasal ve sosyal

- Etkilenme sinir

sagik etkileri Ortak arastirmalar | uygulamalar degerleri
2011 merkezi (JRC) -Firsatlar ve Onerilmistir.
giivenlik olgiitleri - Saglik etkileri
-Belirsizlikler belirlenmistir.
Nanomalzemelerin | Ekonomik -Avusturya - Nanomalzeme
ulusal kullanim kalkinma ve -Finlandiya takibinin 6nemi
dongiisii analizi isbirligi orglitii -Almanya vurgulanmustir.
2011 (OECD) -Kore - Terimlerin
-ABD standardizasyonunun
-Birlesik Krallik gerekliligi
vurgulanmistir.
-Iyi uygulama

ornekleri verilmistir.

REACH
kosullarinin
nanomalzemelere

gore uyarlanmasi

2013

Avrupa komisyonu,
Ortak Arastirmalar
Merkezi (IHCP)

Nanomalzemelerin
REACH tiiziigii
kapsamina alinmasi
ve tliziiglin revize
edilmesine yonelik
goriisler

belirtilmistir.

- Nanomalzemelerin
endiistriyel
tiriinlerdeki 6nemi
vurgulanmustir.

- Olasi cevresel ve
saglik etkilerinin
Onemi
vurgulanmustir.

- Nanomalzemelerin
kullanim déngiileri
boyunca fayda
maliyet analizine yer
verilmistir.

- Malzeme giivenlik
bilgi formlarinin
revizyon Kriterleri

tartigilmistir.
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Cizelge 3.2 Literatiir taramasi kapsaminda incelenen karbon ve metalik temelli
nanoyapilara ait yayinlar

Yazar/yil | Nanomalzeme Amag Sonug¢
Ahamed Glimiis -Memeli hiicrelerinde -Biyo-dagilima doz ve
vd. 2010 nanopargaciklar | In-vitro toksite etkilerini | boyut etkisi incelenmistir
belirlemek -Farkli memeli
-Biyo-dagilim hiicrelerinde toksik etkiye
gozlemlemek sahip oldugu saptanmustir.
-Akciger, karaciger, beyin
ve Kkas sistemi iizerine
toksik oldugu
belirlenmistir.
Gahrouei | Kobalt-¢inko Bizmut - Bizmut
vd. 2013 ferrit nanoparcaciklarin insan | nanopargaciklarin insan
nanoparcaciklar | prostat kanser hiicreleri prostat kanser hiicrelerine
lizerine sitotoksisiteleri diistik derecede sitotoksik
incelenmistir. etkiye sahip olduklarim
gozlemlemisleredir.
Luo vd. Bizmut Ug farkli (MTT, G6PD, | - Bizmut nanoparcaiklarin
2012 nanoparcaciklar | calcein AM/Eth D-1) y1gin haldeki yapilarina

viicut dis1 sitotoksisite
deneyi ile bizmut
nanoparcaciklarin
sitotoksisiteleri

belirlenmistir.

kiyasla daha toksik oldugu
saptanmigtir.

- Yiiksek
konsantrasyonlarda
bizmut nanoparg¢aciklarin
daha toksik oldugu

gbzlenmistir.
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Cizelge 3.2 Literatiir taramasi kapsaminda incelenen karbon ve metalik temelli
nanoyapilara ait yayinlar (devam)

Sanchez vd. 2011 -Grafen Biyolojik etkileri - Toksitenin, tabaka
-Grafen Oksit tizerine derleme say1s1, bagl grup ve
caligmasi yiizey alan1 gibi
parametrelerle
degistigi.
Somvd. 2011 -Nano TiO2 Nanomalzemelerin | -Kullanim
-Nano AI203 tekstil dongiileri boyunca

-Nano gimiis

uygulamalarinda

cevre ve saglik

-Nano ZnO saglik ve gevre lizerine etkileri
-Nano SiO2 etkileri belirlenmistir.
Walker vd. 2009 -Karbon siyahi Insan Endotel -Hiicrede birikim
-Tek duvarl karbon | hiicreleri {izerine gerceklestirdigi
nanotiipler in-vitro etkisi saptanmistir
(SWCNT) -Hiicre oliimiine
-Cok duvarlt neden oldugu

karbon nanotiipler

(MWCNT)

gbzlenmistir.
- Ayrica hiicre
morfolojisinde
deformasyona
sebep oldugu

saptanmuistir.
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Cizelge 3.3 Literatiir taramas1 kapsaminda incelenen polimer temelli nanoyapilara ait
yayinlar

Yazar/yil Polimer/ Amag Sonug
bashk

Boguslavsky [ Poliakrilonitril | PAN PAN nanoparcaciklart 110
et al. 2005 (PAN) nanopargaciklarinin +- 15 nm ¢ap araliginda
emiilsiyn sentezlenmistir ve TEM,
polimerizasyonu ile SEM, XRD yontemleriyle
sentezi ve karakterizasyonlari
karakterizasyonu gerceklestirilmistir.

- Monomer
konsantrasyonu, tepkime
baslatici, polimerizasyon
zamant, sicakligi, yiizey
etkin madde
parametrelerinin PAN
nanoparcacik sentezinde
onemli parametreler oldugu

saptanmuistir.

Demir vd. Poliiiretan Elektro-egirme - Voltaj, sicaklik, iletkenlik
2002 (PU) yontemiyle PU ve ¢Ozelti derisiminin
nanoliflerin tiretilmesi | nanolif morfolojisine ve
boyut dagilimina etkileri
incelnmistir.

- Genis boyut dagilim
araliginda PU liflerin
olustugu gozlenistir.

- Diisiik derisimlerdeki
cozeltilerde lif olusumu

gozlenmemistir.
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Cizelge 3.3 Literatiir taramas1 kapsaminda incelenen polimer temelli nanoyapilara ait
yayinlar (devam)

Landfester ve
Antonietti 2000

PAN

Mini-emiilsiyon
polimerizasyonu ile
akrilonitril
monomerinden
PAN
nanoparc¢aciklarin

sentezi.

-TEM
mikroskobuyla
yapilan deneylerde
100-180 nm boyut
araliginda PAN
nanoparcaciklarin
sentezlendigi

gozlenmistir.

Landfester vd. 2003

Polistiren (PS)

Makro-emiilsiyon

ve mini-emiilsiyon

Mini-emiilsiyon

polimerizasyonunda

polimerizasyonlart | boyut dagilimi daha
ve boyut dagilimi diisiik sapma
gostermektedir
Lithner vd. 2011 Plastik polimerler Y18in halindeki -PU ve PAN
polimerlerin polimerleri ilk iki
kimyasal sirada gelmektedir

iceriklerine gore

toksite siralamasi

-Yillik tiretim

miktar1 (9;3 milyon

ton/yil)
Rao vd. 2011 Polimer Polimer - Polimer
nanopargaciklar nanopargaciklarin nanopargacik

iiretim teknikleri ve
biiyiikliik kontrol
parametreleri

tartigilmistir.

iiretimi i¢in
sec¢ilecek metodun
sentezlenmek
istenen pargacigin
boyut araligina
bagli oldugu
vurgulanmustir.

- Nano biiyiikliikte

pargaciklarin
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Cizelge 3.3 Literatiir taramas1 kapsaminda incelenen polimer temelli nanoyapilara ait

yayinlar (devam)

sentezi i¢in mini-

emiilsiyon
tekniginin
verimliligi
vurgulanmistir.
Tiarks vd. 2001 PU Mini-emiilsiyon -PU
yontemiyle nanoparcaciklarin
poliiiretan 200 nm ¢apinda
nanoparcaciklar oldugu
sentezlenmis ve gbzlenmistir.

karakterizasyonlar1

gerceklestirilmistir.

Yordem vd. 2008 PAN

Elektro-egirme
parametrelerinin
PAN nanolif ¢apina
etkisi incelenmistir
ve RSM yontemiyle
optimizasyon

gergeklestirilmistir.

- Cozelti derisimi,
voltaj ve toplayici
mesafesinin lif
capina olan etkileri
belirlenmistir.

- Yiiksek ¢ozelti
derisiminde voltajin
lif ¢ap1 lizerinde
onemli etkiye sahip
olmadig

gozlenmistir.

Zhang vd. 2012 PU

Mini-emiilsiyon
polimerizasyonunda
izosiyanat hidrolizi
yan tepkimesinin
polimerizasyon
verimliligine etkisi

incelenmistir.

- Polimerizasyon
kinetigini veren
matematiksel bir
model 6nerilmistir.
- Deneysel
sonuclarin istatiksel

verilerle uyustugu
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Cizelge 3.3 Literatiir taramas1 kapsaminda incelenen polimer temelli nanoyapilara ait
yayinlar (devam)

gbozlemlenmistir.

- [zosiyanat
hidrolizi yan
tepkimesinin PU
mini-emiilsiyon
prosesinde kontrol
edilmesi gerektigi

vurgulanmustir.

Alexandra vd. (2009), yaptiklari c¢alismada nanopargaciklarin  risklerinin
belirlenmesinde  kullanilan  mevcut  in-vitro  yOntemlerinin  karsilastirmasini

gerceklestirmislerdir. Bu amagla bir ¢ok in-vitro metodu incelenmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4 Kullanilan in-vitro toksite metotlar1 (Alexandra vd. 2009)

Sitotoksite Cahlisma prensibi Belirti Uygulanan
protokolii nanoyapi
MTT Mitokondri aktivitesinin | Hiicre Karbon
renksel tayini canlilig1 nanoyapilar
LDH LDH saliminin renksel tayini | Hiicre Metalik
Olimi nanoyapilar
Annexin V/ Florometrik tayin Hiicre Karbon
propidium olimi nanoyapilar
iodide
Neutral red Renksel tayin Hiicre Karbon
olimii nanoyapilar

25




Cizelge 3.4 Kullanilan in-vitro toksite metotlar1 (Alexandra vd. 2009) (devam)

Caspase

Florometrik tayin

Hiicre canliligt

Metalik nanoyapilar

Stress response
DCF

Florometrik tayin

Oksidatif stres

Karbon nanoyapilar

In-vitro toksisiteyi etkileyen nanopargacik ozeliklerinin; adsorpsiyon kapasitesi, optik

Ozelikler,

gostermislerdir.

katalitik

aktivite,

pH, manyetik 0Ozelikler ve ¢oziiniirlik oldugunu

Farkli nanoyapilar i¢in 0zel protokollerin gerekliligine dikkat

cekmislerdir. Parcacik boyutunun toksite calismalarinda 6nemli bir etken olduguna

vurgu yapilmistir. Toksite belirleme i¢in in-vitro testlerinin daha kompleks in-vivo

testleri ile desteklenmesi gerektigini vurgulamislardir.

Cizelge 3.5 Literatiir taramasi kapsaminda incelenen toksisite ¢alismalarina ait yayinlar

Yazar/yil Malzeme Amag Sonug¢

Broichsitter | - polistiren Polimerik - PSve PLGA

vd. 2011 (PS) nanopargaciklarin ilag nanoparc¢aciklarin solunum
- poly(D,L- salimina etkisinin yolu ile ila¢ salim1 i¢in
lactide-co- incelenmesi uygun oldugu ortaya
glycolide) konmustur.

Dygai vd. Yeni dokusuz | Gelistirilen NPFBM - Gergeklestirilen MTT

2011 polimerik malzemesinin bandaj sitoksisite deneyleri
bandaj malzemesi olarak sonucunda NPFBM
malzemesi uygunlugunun test malzemesinin herhangi bir
(NPFBM) edilmesi sitotoksik etkiye sahip

olmadig1 gozlenmistir.

- T1bbi bir malzeme olarak
10993-5 metoduna
uygunluk sagladig:

gozlenmistir.
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Cizelge 3.5 Literatiir taramas1 kapsaminda incelenen toksisite ¢alismalarina ait yayimlar

(devam)
Karakegili ve Kitosan- Stiperkritik - L929 fibroblast
Arikan 2012 nanohidroksopatit | yontemle Kitosan- | hiicrelerinde
nanohidroksopatit | gerceklestirilen
kompozit yapisinin | sitotoksisite testleri
sentezi ve sonucunda herhangi
karakterizasyonu bir toksik etkiye
sahip olmadig1
gozlenmistir.
- Kemik doku
miihendisligi
calismalarinda
kullanilabilecegi
ortaya konmustur.
Musyanovych vd. - (PS) Akis sitometrisi - Katyonik PLLA
2011 - poly(L-lactide) yontemiyle polimer | nanoparcaciklarin
(PLLA) tiirti ve ylizey etkin | daha sitotokisk
nanoparcaciklar madde ¢esidinin oldugu
hiicresel alima saptanmistir.

etkisinin

incelenmesi

- Iyonik olmayan
PLLA ve PS
nanopargaciklarin
onemli derecede
sitotoksik etkiye
sahip olmadigi

gozlenmistir.
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Cizelge 3.5 Literatiir taramas1 kapsaminda incelenen toksisite ¢alismalarina ait yayinlar

(Devam)
Yeganegi vd. 2010 | PU Elektro-egrilmis PU | - Doku

nanoliflerin miihendisligi

mekanik ve uygulamalrinda

sitotoksik kullanilacak PU

ozeliklerinin membranlarin MTT

incelenmesi test sonuglarina
gore sitotoksik
olmadig tespit
edilmistir.

Ramos vd. (2006), yaptiklar1 ¢alismada, miniemiilsiyon polimerizasyonu ile poliiiretan
(PU) nanopargaciklarini sentezini ger¢eklestirmislerdir ve proses parametrelerinin (girdi
derigimleri, yiizey etkin madde davranisi) poliiiretan (PU) nanoparcacik iiretimi {izerine
etkilerini incelemislerdir. Yaptiklar1 calismada parcacik boyutu ortalama 300 nm olarak
elde edilmistir. Iyi bir boyut dagilimi i¢in; diisiik su ¢dziiniirliigiine sahip reaktanlarin
gerekliligine vurgu yapilmistir. Ayrica Izosiyanat ve alkol gruplari arasindaki
tepkimenin miniemiilsiyon olusumu i¢in gerekli olan siire igerisinde gerceklesmesi
gerektigine dikkat c¢ekilmistir. Elde edilen bu poliliretan nanoparcaciklariin
karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (TEM) ile gerceklestirilmistir (Sekil
3.1).
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Sekil 3.1 Politiretan nanoparcaciginin TEM goriintiisii (Ramos vd. 2006)

Yordem vd. (2008) yaptiklar1 calismada, elektroegirme parametrelerinin (malzeme,
proses) poliakrilonitril (PAN) lif capina etkisini incelemislerdir. incelen parametreler
arasinda; polimer molekiil agirligi, ¢ozelti derisimi, uygulanan elektriksel alanin kuvveti
ve toplayict panelin siringaya uzakligidir. Molekiil agirligi ve uygulanan voltajin lif
capini etkileyen en 6nemli parametreler oldugu gosterilmistir. Nano boyutta lifler diisiik
derisim araliginda (8-10%) ve diisiik voltaj (10-20 kV) degerlerinde elde edilmistir (83
+- 39 nm, 109+- 65nm). Lif ¢apinin, nanomalzemenin; mekanik, elektriksel ve optik

ozeliklerini etkiledigine dikkat gekilmistir (Sekil 3.1).
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4. MATERYAL VE YONTEM

4.1 Materyal

Uc temel basamakta gerceklestirilen bu calismada kullanilan materyaller asagida

verilmistir.

Polimer nanolif {iretiminde; Poliiiretan (PU, Fluka, 81367-5G ) ve Poliakrilonitril (PAN,
Aldrich, 181315-50G, Mw: 150,000 g/mol) polimerleri, ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ise
N,N-Dimetilformamid (Fluka, susuz, 99.8%) kullanilmistir.

PAN ve PU polimer nanopargaciklarin sentezinde; izoporan dizosiyanat (IPDI; Aldrich;
98%, 317624 - 250ML), 1,12-dodekandiol (Aldrich; 99%, D221309 - 100G),
hegzadekan (HD; Aldrich; 99%, H6703 - 100ML), akrilonitril monomer (AN; >99%,
110213-1L), 2,2-azobis(2-metilbiitironitril) V59; Aldrich; >98%, 11596-50G)

kimyasallar kullanilmustir.

Sitotoksisite testlerinin gerceklestirilmesinde; fetal bovayn serum (FBS), penisilin (PS),
DMEM besi ortam1 (DMEM - Dulbecco’'s Modified Eagle Medium), fosfat tamponu
(PBS) , MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazoliyum bromid), izopropanol
(analitik saflikta), hidroklorik asit (analitik saflikta) kullanilmistir.

Hiicre boyamada kullanilan, kristal viyole, aseton ve metanol (analitik saflikta)

kimyasallar1 hazir olarak temin edilmistir.

Calismalarda kullanilan kimyasallara 6n islem uygulanmamastir.
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4.2 Yontem

Polimer nanolifler elektro-egirme, polimer nanoparcaciklar ise miniemiilsiyon
polimerizasyonu yontemiyle iiretilmistir. Uretim yontemlerine ait detaylar asagida

verilmistir.

4.2.1 Polimer nano-lif iiretimi

Polimer nanoliflerin hazirlanmasinda agsagidaki basamaklar izlenmistir.

Polimer ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Polimerlerin dielektrik 6zelikleri dikkate alinarak uygun ¢oziicii olarak DMF
secilmistir. Istenilen boyut dagiliminda lifler iiretmek igin polimerlerin cizelge 4.1°de
verilen farkli derisimlerde, yeterli miktardaki ¢ozeltileri homojen karistirma saglanarak

hazirlanmustir.

Cizelge 4.1 Polimer ¢ozeltilerinin derisimleri

PAN PU
6 7
Kiitlece derisim 8 10
% 10 12
- 16
- 18

Elektro-egirme yontemiyle polimer nano-lif iiretimi

Hazirlanan polimer ¢ozeltileri elektro-egirme diizenegi ile farkli proses kosullarinda

(voltaj, toplayici mesafesi, ¢ozelti besleme hizi) egrilmis ve farkli boyut dagilimlarinda
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polimer nanolifler elde edilmistir. Elektro-egirme diizenegi; kesintisiz gii¢ kaynagi,
¢ozelti bezleme cihazi ve toplayici panel olmak iizere {i¢ temel birimden olugmaktadir.

Sekil 4.1°de elektro-egirme diizenegi goriilmektedir.

Sekil 4.1 Deneylerde kullanilan elektro-egirme diizenegi

Yanit yiizey yontemiyle (RSM) optimizasyon

RSM yontemi, Design-Expert® yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Nanolif
sentezi icin secilen degiskenler voltaj, toplayict mesafesi ve besleme hizidir. Yazilimda,
voltaj 10 ve 14 kV arasinda, toplayict mesafesi 10 ve 20 cm arasinda besleme hiz1 ise
0,8 ve 1,2 ml/saat arasinda degistirilmistir. Yanit degiskeni olarak 250 nm lif ¢ap1
secilmistir. Yazilima bu veriler girilmis ve ¢izelge 4.2’de verilen deney programiyla

nanolifler sentezlenmistir.
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Cizelge 4.2 RSM deney programi

Deney | Voltaj Toplayic1 mesafesi Besleme hiz1 Yamt
no (kV) (cm) (ml/sa) (nm)
1 12 15 1
2 10 10 1,2
3 12 15 1
4 8,6 15 1
5 10 20 1,2
6 12 15 1
7 12 15 0,7
8 14 20 1,2
9 12 15 1,3
10 12 15 1
11 12 6,6 1
12 10 10 0,8
13 10 20 0,8
14 14 20 0,8
15 12 15 1
16 12 23,4 1
17 12 15 1
18 15,4 15 1
19 14 10 0,8
20 14 10 1,2

Deney numarasina karsilik gelen voltaj, toplayict mesafesi ve besleme hiziyla Bolim

4.2.1°de verilen adimlarla nanolifler sentezlenmistir.

4.2.2 Polimer nano-parcacik iiretimi

Tez caligmasinin bu basamagi Avrupa Birligi 7. Cerceve programi kapsaminda

desteklenen “QualityNano” proje bursu destegiyle yiiriitiilmiistiir.

PAN ve PU nanoparcaciklar1 asagida verildigi gibi miniemiilsiyon polimerizasyonu

yontemiyle liretilmistir.
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PAN ve PU polimer nanoparcacik iiretimine ait is akis semalart sekil 4.2 ve 4.3’te

goriilmektedir.

Monomer karigimi

(AN+HD+V59) e

Karistirma

|
-

0 °C'del saat siirekli karistirmali
reaksiyon

(buz banyosu)

am |

B
i

120 sn 90% frekansta sonikasyon
(buz banyosu)

Sicaklik: 72°C
Tepkime siiresi: 4 saat

Parcacik karakterizasyonu (DLS, DSC,
TEM,)

Sekil 4.2 PAN nanopargacik {iretim semasi
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— .

Monomer karisimi
(IPDI+diol+HD+SDS+su)

b

0 °C'de 1 saat karigtirma
(buz banyosu)

120 sn 90% frekansta
sonikasyon

(buz banyosu)

— —

Sicaklik: 68°C
Tepkime siiresi: 4 saat

./_ o

Parcacik karakterizasyonu
(DLS, DSC, TEM)

Sekil 4.3 PU nanopargacik iiretim semast

Polimer nanopargaciklarin elde edilmesinde izlenen basamaklar asagida 6zetlenmistir.

I.  Tepkime karisiminin hazirlanmasi

PAN nanopargacik liretiminde, monomer ¢ozeltisi ve ylizey aktif maddesi (SDS) uygun
miktarlarda, farkli beherlerde hazirlanir. Hazirlanan karigimlar 50ml balonjoje’de

karistirilir.
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PU nanopargacik tiretiminde, gerekli monomerler ve yiizey aktif maddesi (SDS) ayni

beherde, belirlenen oranlarda hazirlanir.

I1.  Buz banyosunda homojenizasyon

Hazirlanan tepkime karisimlar1 tepkime &ncesinde, misel olusumu igin 0°C buz
banyosunda siirekli manyetik karistirici ile 1 saat homojenize edilir. 0°C buz banyosu

homojenizasyon diizenegi sekil 4.4’te goriilmektedir.

Sekil 4.4 Karistirmali1 0°C buz banyosu homojenizasyon diizenegi

36



I11.  Ultrasonikasyon

Misel olusumununun tamamlanmasi i¢in monomer karisimlarina ultrasonikasyon islemi
uygulanmistir. Ultrasonikasyon islemi i¢in SONICS VIBRA CELL marka cihaz
kullanilmistir, sekil 4.5. Cihaz 20 kHz frekansta ve 130 W giiclindedir. Cihazin probu

karisima daldirilarak 90% genlikte 120 saniye siirekli olarak islem uygulanmistir.

Sekil 4.5 Ultrasonik homojenizer

IV. Polimerizasyon

Misel olusumlart tamamlanan karisgimlar 1siticili, siirekli manyetik karistiriciya
alinmigtir. Balon joje igerisindeki karisimlar, yag banyosunda gerekli sicakliga 1sitilarak

polimerizasyonun ger¢eklesmesi saglanmaktadir (sekil 4.6).
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Sekil 4.6 Polimerizasyon diizenegi

V. Diyaliz

Tepkime sonrasinda polimer ¢ozeltileri, ¢ozelti icerisindeki yiizey aktif maddesini
(SDS) uzaklastirmak icin diyaliz islemine tabi tutulmustur. Diyaliz islemi i¢in Spectrum
marka 50 nm gbzenek ¢apina sahip 10 ml hacimli membran tiipler kullanilmistir. Tiipler

saf su igerisine birakilarak 24 saat diyaliz islemi gergeklestirilmistir (sekil 4.7).
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Sekil 4.7 Diyaliz diizenegi

V1.  Santrifiij

Diyaliz igslemi sonrasinda PAN ve PU polimer ¢ozeltilerine 4000 rpm de 30 dakika

stireyle santrifiij islemi uygulanmistir.

4.2.3 Viicut dis1 (in-vitro) sitotoksisite deneyleri

Hazirlanan polimer 6rneklerinin sitotoksisite testlerinin gerceklestirilmesinde TS EN
ISO 10993-5 “Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi — Bolim 5: Viicut Disi
Sitotoksisite Deneyleri” standardi temel referans alinmistir. Gergeklestirilen

sitotoksisite testlerinin basamaklari su sekildedir;

. Deney érneklerinin hazirlanmasi

Optimize edilen proses parametrelerinde, 6 tekrarli elektro-egirme islemiyle egrilen
PAN nanolifler toplayici panel iizerinde 6x25 cm? yiizey alanina sahip olacak sekilde
kesilmistir (sekil 4.8-a).

39



Sekil 4.8 a)Toplayict panel iizerinde kesilerek petri kaplarina alinan PAN nanolifler ve
b)Siispansiyon halde PU ve PAN nanopargaciklar

Sekil 4.8-b’de goriildiigi gibi siispansiyon halde bulunan PAN ve PU nanopargaciklar
liyofilizatorde -80°C’de 48 saat siireyle dondurularak kurutulmustur.

Oziitleme islemi dncesinde biitiin deney 6rnekleri UV 151k altinda 1 saat siireyle sterilize

edilmistir.

Sekil 4.9 UV sterilizasyon
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1.  Oziitleme

Daha 6nceden hazirlanan serumlu kiiltiir vasatinda (%10 FBS, %1 PS, %89 DMEM)
PAN nanoliflerden 2.5 cm?ml derisiminde 37+1°C’de 2442 saat siireyle 60 ml $ziit
hazirlanmistir. Oziitler seyreltilerek sirastyla 0:100, 25:75, 50:50, 100:0 (Oziit:Kiiltiir

vasati) 4 farkli derisim elde edilmistir.

Ayni1 sekilde PAN ve PU pargaciklar igin ise 1pug/ml, 2.5ug/ml, Sug/ml derisimlerinde

20’ser ml oOziitler hazirlanmistir.

Son olarak, PAN nanolif’lere ait Oziitler 0.2um gozenek ¢apina sahip filtre ile

stiziilmiistiir.

1. Hiicre hatlarinin hazirlanmasi

Daha onceden gogaltilan 1929 fibroblast hiicreleri 24 kuyucuklu kaplara (1x10"
hiicre/IlmL MEM Kkiiltiir vasati1) ekilmistir ve %5 CO, ortamda 37+1°C’de 24+2 saat
slireyle inkiibasyon gergeklestirilmistir. Deney 6rnekleri ve kontrolleri igin tiger kopya

ve kristal viyole ile boyama i¢in birer kuyucuk kullanilmistir.

IV. MTT sitotoksisite deneyleri

Her bir kuyucuga 6ziitiin bir kismi1 veya farkli derisimlerdeki seyreltik 6ziit eklenmistir
(ImL). %5 CO, ortamda 37+1°C’de 242 saat siireyle inkiibasyon gergeklestirilmistir.
Daha sonra deney vasati uzaklastirilmistir ve 600uL serumsuz besi ortami ve 60uL
MTT g¢ozeltisi eklenerek %5 CO, ortamda 37+1°C’de 3 saat siireyle inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda MTT ¢ozeltisi gekilerek 400 pL izopropanol (0.04M HCL
iceren) ¢ozeltisiyle yikanmistir. Her bir drnegin lizerinden 200 pL siipernatant alinarak
96-kuyucuklu kiiltiir kabina konmustur. Optik yogunluk 690 nm referans olmak iizere

570 nm’de mikrokap okuyucuda spektroforometrik 6l¢iim yaplmistir. Deneyler 2. ve 3.
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giin i¢in tekrarlanmistir. Okunan absorbans degerlerinden % canlilik degerleri

hesaplanmustir.

Sekil 4.10 MTT testi i¢in 24 kuyucuklu kaplar ve deney 6rnekleri

V. Kiristal viyole ile boyama

Kristal viyole ile boyama i¢in hazirlanmis hiicrelerin tizerindeki ortam uzaklastirilir ve
PBS ile iki kez yikama islemi gergeklestirilir. Hiicreler 4°C” de 20 dk. , 250 uL aseton-
metanol c¢ozeltisine tabi tutularak fiksasyon islemi gerceklerstirilir. Fiksasyon
isleminden sonra hiicreler tizerine kristal viyole ¢ozeltisi damlatilir ve 30 dk. beklenir.
Boyanan yiizey yikanir ve hiicrelerin Olympus marka 1s1k mikroskobunda 10x ve 20x

biiylitmede goriintiileri alinir.
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Sekil 4.11 Isik mikroskobu

4.3 Analizler

4.3.1 Taramah Elektron Mikroskobu (SEM)

Elektro-egirme yontemiyle farkli proses kosullarinda iretilen PAN ve PU polimer
nanoliflerinin, FEI QUANTA 400 marka SEM mikroskobunda farkli biiyiitmelerde
goriintiileri alinmigtir. Goriintiileri alinan nanoliflerin, XT-Docu yazilimi yardimiyla

caplart 6l¢iilmiistiir.

4.3.2 Gegirmeli Elektron Mikroskobu (TEM)

Miniemiilsiyon polimerizasyon yontemiyle sentezlenen PAN ve PU nanoparcaciklarinin
farkli biyiitmelerde goriintilleri FEI Tecnai G2 20 marka TEM mikroskobunda

alinmustir.
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Sekil 4.12 FEI Tecnai G2 20 marka TEM mikroskobu

4.3.3 Dinamik Isik Sa¢ilmasi (DLS)

Sentezlenen PAN ve PU parcaciklarinin bilyiiklikleri ve zeta potansiyelleri Malvern
Zetasizer Nano marka DLS cihazi ile analiz edilmistir. DLS genel olarak sivi fazda
¢Oziinmiis  parcaciklarin  molekiillerin  karakterizasyonunda  kullanilmaktadir.
Parcaciklarin veya molekiillerin “Brownian” haraketi lazer 1518in farkli yogunlukta
yansimasina neden olmaktadir. Bu yogunluk degisimindeki dalgalanmanin analizi
“Brownian” haraketi hizin1 vermektedir ve buradan da Stokes-Einstein baglantisi

kullanilarak pargacigin biiyiikligii hesaplanmaktadir (Anonymous 2014a).

Sekil 4.13 Malvern Zetasizer nano DLS cihazi
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4.3.4 Diferansiyel Santrifiij Coktiirmesi (DCS)

Sentezlenen PAN ve PU parcaciklarin biiyiikliik ve boyut dagilimi karakterizasyonlari
CPS Disk Centrifuge marka cihaz kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu cihaz diferansiyel
santrifiij ¢oktiirmesi prensibiyle ¢aligmaktadir. Cihaz igerisinde yiiksek devirde donen
disk igerisine farkli derisimlerde hazirlanan sakaroz ¢ozeltisi gradyen olusturmak igin
disk icerisine enjekte edilir. Olusturulan gradyen igerisine siispansiyon haldeki 6rnek
enjekte edilir ve parcaciklar biiytlikliik ve molekiil agirliklarina gore disk icerisindeki
merkezkag¢ kuvvetinin etkisiyle merkezden ¢eperlere dogru savrularak ¢oker. Bu esnada
cihaz igerisindeki 151k kaynagi ve detektor ile disk g¢eperine yaklasan pargaciklar
sayilarak Ornegin parcacik boyut dagilimi verisi elde edilir. Bu yontem ile agrege ve
biiyiikliikleri birbirine ¢ok yakin parcacik iceren Orneklerdeki pargacik boyutlart ve
boyut dagilimlart ¢ok rahatlikla analiz edilebilmektedir (Anonymous 2014b). Sekil
4.15te kullanilan CPS disk santrifiij cihazi verilmistir.

Sekil 4.14 CPS Disk santrifiij cihazi
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4.3.5 MTT hiicre canlihi testi icin mikrokap okuyucuda absorbans analizi

96 kuyucuklu kaplara aliman MTT test orneklerinin Biotek pquant marka mikrokap
okuyucuda optik yogunluk 690 nm referans olmak iizere 570 nm’de absorbans degerleri
okunmustur. Deneyler 1, 2, 3. giinler igin tekrarlanmistir. Sekil 4.15’de kullanilan

mikrokap okuyucu verilmistir.

Sekil 4.15 Biotek pquant marka mikrokap okuyucu
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5. DENEYSEL BULGULAR VE TARTISMA

5.1 PAN polimer nanolifler

Hazir olarak temin edilen PAN polimeri DMF’de ¢oziilerek %6, %8, %10 derisimlerde
PAN/DMF c¢ozeltileri hazirlanmistir. PAN polimeri igin %6 derisimde hazirlan
¢Ozeltinin elektro-egirilmesi sirasinda lif olusumunda siireklilik gozlenmemistir. %6
¢ozelti derisimine ait egirme islemi sirasinda hazirlanan farkli proses parametrelerindeki
deneyler esnasinda toplayici plaka yiizeyinde lif olusumu gozlenmemis, lekeler
gozlemlenmistir. Bu durum diisiik derisimdeki PAN ¢ozeltilerinin elektro-egirme igin
uygun olmadigini gostermektedir. %10 derisimdeki ¢ozeltilerin elektro-egirilmesi ile
iiretilen polimer membranda yliksek yogunlukta boncuklanma gozlenmistir. Ayrica
cizelge 5.1°de goriildigii lizere, ¢ozelti derisiminin artmasi lif ¢apini da biiyiik 6l¢iide
artirdig1 i¢in PAN nanolif iiretimi ve optimizasyonu i¢in %8 derisimdeki PAN/DMF

¢Ozeltisi ¢alisilmistr.

Cizelge 5.1 Farkl derisimlerdeki PAN polimer nanoliflerin ¢aplari

Deney Cozelti Uygulanan Ortalama lif ¢ap1 (nm)
no derisimi (%) voltaj (kV)
Cozelti besleme hiz1 (ml/sa)

0,5 1 15
1 6 10 - - -
2 6 15 - - -
3 6 20 - - -
4 8 10 324 346 385
5 8 15 311 321 348
6 8 20 298 306 337
7 10 10 687 694 704
8 10 15 624 648 673
9 10 20 509 546 572
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Siireli yaymlar ile karsilastirmali olarak belirlenen ilk set deneylerde farkli proses
(voltaj, toplayict mesafesi, besleme hizi) parametrelerinde PAN lifler iretilmistir. 12
farkli deney parametresinde {iiretilen PAN membran yiizeylerde boncuk olusumu, lif
cap1 ve standart sapma hesaplar1 yapilmistir. Cizelge 5.2 ve 5.3’te farkli deney
kosullarinda tiretilen PAN membranlarda boncuk olusumu, lif cap1 ve standart sapmanin

degisimi goriilmektedir.

Cizelge 5.2 Farkli deney numaralari i¢in belirlenen elektro-egirme parametreleri

Deney | Derisim | Uygulanan voltaj | Toplayic1 mesafesi Besleme hizi
no % (kV) (cm) (ml/sa)

Pan-1 8 20 20 15
Pan-2 8 20 15 1,5
Pan-3 8 15 20 1,5
Pan-4 8 20 20 1
Pan-5 8 10 10 1
Pan-6 8 20 10 1
Pan-7 8 20 20 0,5
Pan-8 8 20 10 0,5
Pan-9 8 20 15 1
Pan-10 8 10 10 0,5
Pan-11 8 10 20 1
Pan-12 8 20 10 1,5

Cizelge 5.3 Farkli deney kosullarinda %8 c¢ozelti derisimindeki PAN oOrneginin

sonuglar1
Deney no | Boncuk sayisi | Lif ¢capi (nm) | Std. Sapma
Pan-1 58 307 30
Pan-2 36 311 31
Pan-3 136 283 44
Pan-4 206 268 66
Pan-5 26 251 53
Pan-6 295 271 63
Pan-7 442 298 55
Pan-8 168 336 55
Pan-9 50 334 50
Pan-10 114 324 53
Pan-11 10 337 39
Pan-12 105 334 38
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[lk set deneyler sonrasinda, diisiik boncuk olusumu ve iiniform boyut dagilimina (diisiik
standart sapma) sahip Pan-11 numunesine ait elektro-egirme parametreleri, yanit yiizey

yontemi ile optimizasyon i¢in merkez proses degiskenleri olarak belirlenmistir.

5.2 Yamt yiizey yontemi (RSM)

Deneysel tasarim Design Expert-6 yazilimi ile yapilmistir. On denemeler sonucunda
secilen  degiskenler  (voltaj, toplayict  mesafesi, besleme hizi) ve

degisim araliklannin belirlenmesi ile matematiksel bir model onerilmistir.

Yazilim ile yapilan tasanmda lif ¢aplannin yanit degiskenleri olusturulmustur. Elde
edilen yamt ile birlikte kullanilan kodlanmis ve gergek degerler cizelge 5.3’te
verilmistir. Deney programimin uygulanmasit ile 2. derece (quadratic) model
onerilmistir. RSM modelinin kullanilan sistem i¢in uygun oldugu belirlenmistir. En
biiylik ve en kiigiik yanit degerleri (lif cap1) arasindaki oran 1,34’tiir. Modelde bu oran
10°dan kiiciik oldugundan yanit degerleri lizerinde bir matematiksel donilisim

yapilmasi gerekmemektedir.

Cizelge 5.4 Deney Proses parametreleri ve elde edilen yanit degerleri

A|B|C
Dene Faktor-1 | Faktor-2 Faktor-3 Yanmt
NueraSl A: Voltaj |B: Toplayic C: Besleme Lif Capr
(kV) mesafesi (cm) hiz1 (ml/sa) (nm)
- - 296,91
1 11111 10 10 0,8
11- - 232,84
2 111 14 10 0,8
-1 - 273,39
3 1 1 10 20 0,8
- 232,03
4 REPREY. 20 08 '
- -1 301,33
5 111 10 10 1,2
- 2
6 HPRRREY. 10 1,2 26,60
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Cizelge 5.4 Deney Proses parametreleri ve elde edilen yanit degerleri (devam)

7 11 1 10 20 12 280,78
8 1 |1 1 14 20 1,2 277,23
- |o 0
9 168 864 | 15 1 277,89
10 1680 0 15,36 | 15 1 224,98
11 0 |-168 0 12 6,59 1 282,80
12 0 |168 |0 12 23,41 1 260,33
0 |0 - 15 241,70
13 Leg | 12 0,66
14 0 |0 168 |12 15 1,34 270,51
15 0 0 0 12 15 1 248,76
16 0 |0 0 12 15 1 245,60
17 0 0 0 12 15 1 254,26
18 0 |0 0 12 15 1 259,30
19 0 |0 0 12 15 1 271,42
20 0 |0 0 12 15 1 280,92

Yanit ylizey yonteminin dogrulugunun test edilmesi i¢in modelin varyans analizi

(ANOVA) gerceklestirilmistir. Yanit degeri i¢in eldeedilmis modelin varyans analiz

sonuclarindan énemli olanlar ¢izelg 5.4 ile verilmistir. Modelde F testi degeri F= 6.11

oldugu saptanimistir, bu deger kullanilan modelin 6nemli oldugunu belirtmektedir.

Prob>F degerinin 0.05’ten kiiciik olmasi ilgili model parametrelerinin yanit degeri

tizerinde 6nemli etkiye sahip oldugunu gostermektedir. ANOVA sonuclarina gore voltaj

ve besleme hizinin lif ¢apina etkileyen 6nemli parametreler oldugu saptanmustir.

Cizelg 5.5 Lif capinin belirlenmesinde kullanilan modelin ANOVA testi sonuglari

F Prob>F

Model 6,11 0.0046
A 32,16 0.0002

B 2,10 0.1777

C 9,12 0.0129
A2 0,13 0.7259
B2 3,89 0.0768
C2 0,03 0.8606
AB 3,81 0.0796
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Cizelg 5.5 Lif ¢apmin belirlenmesinde kullanilan modelin ANOVA testi sonuglari

(devam)
AC 3,04 0.1117
BC 0,55 0.4731
Standart Sapma 11.58
R 0.8462
Adj R* 0.7077

Bagimsiz degiskenler arasindaki iliskinin model tarafindan ne sekilde ifade edildigi
regrasyon katsayisi olan R? degeri ile anlagilmaktadir. Modelde R? degerinin 0.8462,
Rzadj (ayarlanmis regrasyon Kkatsayisi) degerinin ise 0.7077 oldugu gorilmiistiir.
Modelde dogru kesinlik (adequate precision) degeri yanitin hataya oranini dlgmektedir
ve bu degerin 4’ten biiyiik olmasi istenmektedir. Modeldeki dogru kesinlik degeri
8.488"dir.

Sonug olarak lif ¢apinin belirlenmesinde onerilen denklem esitlik 1 ile kodlanmig

degiskenler cinsinden verilmistir.

Lif Capi = +259.75 - 17.77*A - 4.54*B + 9.46*C - 1.10*A2 + 6.02*B2 + 0.55*C2+

T9*A*BHT.1A*A*CH3.05* B*C.. (5.1)

Denklem katsayilarina bakildiginda voltaj (A) ve toplayict mesafesinin (B) lif ¢apini
azaltma yOniinde, besleme hizinin (C) ise lif ¢apmi artirma yoniinde etkisi oldugu

goriilmektedir.

Seklil 5.1°de, sabit besleme hizinda lif ¢apmin toplayict mesafesine ve uygulanan

voltaja bagh degisimini veren grafik goriilmektedir.
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Sekil 5.1 1 ml/sa sabit besleme hizinda lif ¢capimn toplayici mesafesine ve voltaja bagl
degisimi

Design Expert yazilimi ile hedef olarak belirlenen 250 nm lif ¢capin1 elde etmek amaci
ile en uygun parametreler belirlenmistir. Bagimsiz degiskenler voltaj, toplayici mesafesi
ve besleme hiz1 i¢in sirasiyla 13 kV, 18 cm ve 1 ml/saat degerleri kullanilmistir. Deney
tasarimiyla belirlenmis olan yanit degeri 250 nm dir. Deneysel yanit degeri ise 256 nm
olarak bulunmustur. Lif ¢aplarinin biiytikliikleri 209-305 nm aralifindadir ve standart
sapmalar1 25.8 nm’dir. PAN nanoliflere ait SEM goriintiileri sekil 5.2°de goriilmektedir.
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Sekil 5.2 256 nm lif ¢apina sahip PAN nanoliflere ait SEM goriintiileri.

a. 1000X biiyiitme b. 20000X biiyiitme

5.3 PU Polimer Nano-lifler

Hazir olarak temin edilen PU polimeri DMF’de ¢oziilerek %7, %10, %12, %16, %18
derisimlerde PU/DMF c¢ozeltileri hazirlanmistir. %7 ve %10 derisimlerde hazirlanan
PU/DMF c¢ozeltilerinin farkli proses parametrelerinde elektro-egrilmesi sonucunda
toplayict plaka tlizerinde lif olusumu gdézlenmemistir. Egrilen membranlarda yiiksek
yogunlukta boncuk olusumu gozlemlenmistir. %12 ¢ozelti derisiminde ¢izelge 5.5°te

goriildiigii iizere farkl elektro-egirme parametrelerinde deneyler gerceklestirilmistir.

Cizelge 5.6 %12 PU/DMF ¢ozelti derisiminde ¢alisilan elektro-egirme parametreleri

Deney | Derisim | Uygulanan voltaj | Toplayici mesafesi Besleme hiz
no (%) (kV) (cm) (ml/sa)
PU-1 12 20 20 1
PU-2 12 20 20 2
PU-3 12 20 15 1
PU-4 12 20 15 2
PU-5 12 24 15 1
PU-6 12 24 15 2
PU-7 12 15 20 1
PU-8 12 15 20 2
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Cizelge 5.6 %12 PU/DMF c¢ozelti derisiminde calisilan elektro-egirme parametreleri

(devam)

PU-9 12 15 15 1
PU-10 12 15 15 2
PU-11 12 24 20 1
PU-12 12 24 20 2

Cozelti derisiminin %12’ye artmasi sonucunda sekil 5.1°de gorildiigii iizere lif olusumu

gbzlenmistir fakat yiiksek yogunlukta boncuk olusumu devam etmektedir.

Sekil 5.3 PU-10 numunesine ait SEM goriintiisii

Son olarak Cizelge 5.6’da verilen elektro-egirme parametrelerinde %16 ve %18
PU/DMF derisimlerdeki ¢ozeltiler egirilmistir. Uretien PU membranlar elektron
mikroskobu altinda goriintiilenmistir ve %16 derisim’de 500-1400 nm aralikta lif capina
sahip membranlar olustugu goézlenmistir. Benzer sekilde %18 derisimde {iretilen
membranlar analiz edildiginde ise lif capinin 1500-2600 nm arasinda degistigi
belirlenmigtir. Cozelti derisiminin artmasi lif ¢apini artirmistir. Bu gozlem siireli

yayinlar ile uyumludur, ancak lif ¢aplarinin genis bir aralikta dagilim gdstermesi

PU/DMF sistemi i¢in lif ¢apr optimizasyonunu zorlastirmaktadir. Yiiksek ¢ozelti

54



derisimi PU lif olusumunu saglamistir fakat genis boyut dagilimi elektro-egirme

parametrelerinin lif ¢apina olan etkisinin incelenmesine olanak vermemistir.

Cizelge 5.7 %16-18 ¢ozelti derisimlerinde PU polimeri elektro-egirme parametreleri

Deney | Derisim | Uygulanan voltaj | Toplayict mesafesi Besleme hizi
no (%) (kV) (cm) (ml/sa)
PU-1 16, 18 18 15 0,5
PU-2 16, 18 18 20 0,5
PU-3 16, 18 21 15 0,5
PU-4 16, 18 18 15 1
PU-5 16, 18 18 20 1
PU-6 16, 18 21 20 1
PU-7 16, 18 21 20 0,5

Sheikh vd. (2011) gergeklestirdikleri ¢alismada bakir nanopargacik igerikli,
antimikrobiyal PU nanolifleri elektro-egirme yontemiyle {iretmislerdir. Bakir
nanoparcaciklar elektro-egirme islemi Oncesinde PU/DMF ¢oOzeltisi igerisine
yerlestirilmistir ve bakir nanopargacik derisiminin iiretilen membranin antimikrobiyal
0zeligi lizerine etkisi incelenmistir. Bu ¢aligmada, tiretilen PU membranlarinin benzer

sekilde farkli lif ¢aplarinda, genis boyut dagiliminda tiretildigi gézlenmistir.

5.4 PAN polimer nano-pargaciklar
PAN polimer nanoparcacik sentezi cizelge 5.6’da gorildiigi gibi ii¢ farkli deney

kosulunda gerceklestirilmistir. Sabit monomer derisiminde PAN nanopargacik sentezine

ylizey aktif madde (SDS) miktarinin etkisi incelenmistir.
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Cizelge 5.8 PAN nanopargacik sentezi i¢in hazirlanan deney setleri ve DLS sonuglari

Numune | Monomer | Yiizey aktif | Tepkime Parcacik Parcacik Zeta
(o) maddesi (g) | baslatic (g) Cap1 (nm) | boyut pot.
dagilim
indeksi
(PDI)
PAN-1 | AN (6) SDS (0,96) V59 (0,1) Tepkime Tepkime
HD (0,25) gozlenmedi | gozlenmedi
PAN-2 | AN (6) SDS (0,48) V59 (0,1) 249 0,113 9,3
HD (0,25)
PAN-3 | AN (6) SDS (0,12) V59 (0,1) 122 0,025 12,5
HD (0,25)

Cizelge 5.8’de gorildiigii lizere yiizey aktif madde miktariin 0,96 g oldugu deney

diizeneginde tepkime olmamustir. Buna neden olarak, artan SDS miktarinin deney

karisimi icerisindeki misel olusumunu artirmasi ve bu nedenle sistemin kritik misel

derisimini asarak tepkimeyi engellemesidir. Diisiik derisimdeki yilizey aktif madde

miktar1 tepkime sonunda olusan parcaciklarin tiniform boyut dagiliminda olmasini

saglamaktadir. Deney sisteminde, kritik misel derisiminin altinda, artan SDS miktari

miniemiiilsiyon ortamda genis boyut dagiliminda misel olusumuna neden olmaktadir.

Dolayisiyla misel yapilar icerisinde tepkime sonucu olusacak parcaciklarin boyut

dagilim indeksi de yiiksek olmaktadir.

Sekil 5.4’te goriildiigii iizere PAN-2, PAN-3 Ornegine gore daha genis bir boyut
dagilimina sahiptir.
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PAN Parcack Boyut dagilimi

I pes v sivievines ........... . . . ,
15 .............. : ................ :v. 4

10

Yogunluk (%)

1000 10000
Size (d.nm)

Record 14: PAN-2 Record 16: PAN-3 |

Sekil 5.4 PAN-1 ve PAN-3 6rneklerinin DLS analizi

PAN-3 orneginin boyut dagilimiyla ilgili daha giivenilir sonuglar DCS analizi ile elde
edilmistir. Bu yontemle agrege pargaciklar birbirinden ayrilarak pargacik boyut dagilimi

ile ilgili daha detayli veriler elde edilmektedir.

Sampie: PAN-3 Diakzed centrifuged H | |
121172013, 1503:32 i
"Data porva: 1755, Sk Diam: 0862 i | |
Spoad: 20000, Runtime: Z3 87 min H |
Maan  Mediza CV(%)
SO |WWeight 01008 OO0STE 545
Sutface 01000 00973 9102 \
Number 00966 00083 6372 Toral Wi, = 3.99 {u-grams)
_Poldnpesity indes (Dwlinl = 1 1231 ! | \

Bagil agirhk

T T
0.05 0.07 0.1 02 03
Parcacik Capr - Mikron

Sekil 5.5 PAN-3 6rneginin DCS analizi
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DCS analizi sonuglarindan, PAN-3 6rneginin 111nm ve 95 nm olmak iizere iki temel
pik verdigi goriilmektedir (sekil 5.5). Ornek icerisindeki parcaciklarin %75’i 95 nm ve
%25t 111 nm biyltkliiktedir. Sonu¢ olarak PAN-3 nanoparcaciklarin ortalama
biytikliikleri (0,75%x95)+(0,25%111) = 99 nm olarak hesaplanmistir.

Sekil 5.6 a. 1um skala, b. 500 nm skala, c. 200 nm skala da PAN-3 numunelerinin
goriintiileri

Sekil 5.6’da farkli biiyiitme oranlarinda PAN-3 6rneklerinin TEM analiz goriintiileri
verilmistir. Ayrica sekil 5.5’te agrege yapidaki PAN nanoparcaciklari goriilmektedir.
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5.5 PU Polimer Nano-pargaciklar

PU polimer nanopargacik sentezi ¢izelge 5.9’da goriildigi gibi li¢ farkli deney
kosulunda gercgeklestirilmistir. Sabit monomer derisiminde PAN nanopargacik sentezine

yiizey aktif madde (SDS) miktarinin etkisi incelenmistir.

Cizelge 5.9 PU nanopargcacik sentezi i¢in hazirlanan deney setleri ve DLS sonuglari

Numune | Monomer | Yiizey aktif Parcacik Parcacik boyut | Zeta pot.

(9) maddesi (g) Cap1 (nm) | dagilim indeksi
(PDI)

PU-1 IPDI (3,4) SDS (0,5) 283 0,32 9,3
Di-ol (3)
HD (0,2)

PU-2 IPDI (3,4) SDS (0,25) 312 0,24 10,6
Di-ol (3)
HD (0,2)

PU-3 IPDI (3,4) SDS (0,1) 261 0,2 8,4
Di-ol (3)
HD (0,2)

Cizelge 5.9°da goriildiigii tizere SDS miktar1 arttikca PU nanopargaciklarin boyut
dagilimi da artmaktadir. Buna neden olarak artan yiizey aktif madde misel olusumunu
artirmaktadir ve dolayisiyla yiizey etkilesimleri sonucunda farkl: biiytikliiklerde miseller
olusmaktadir. Boyut dagilim indeksi ¢ok biiyiik oldugundan, DLS sonuglarinin pargacik
biiylikliigii ile ilgili verdigi bilgiler yaniltict olabilmektedir. Pargacik biiytikligi ile ilgili

dogru yorum DCS sonuglarindan yapilabilmektedir.

PDI degeri 0,05’ten kiiciik oldugu taktirde DLS sonuglari anlamli olmamaktadir. Bu
sonuglardan PU nanopargaciklarin ¢ok genis bir boyut dagilimina sahip oldugu
sOylenebilir. Bu duruma PU nanoparcaciklarin agregasyonu sebep olmaktadir. Agrege

olmus biiyiik yapilar DLS analizinde tek bir biiyiik parcacik olarak okunmaktadir.

59



Peak - Hall Wicth

AL, S,
QOTTR - DO

— PU fimal DC 131113%£0

o=
- 4 / " Diam. Range ¢ Froction
wo 03897 - 0.3247 0.0
T / 0.3247 - 0.2638 0.0
= / | 0.2€38 - 0.2143 0.0
o W o ! 02143~ 01741 0.0
g | D.1741- 01415 0.0
{ ] 0.0
- | 0 0 0.0
\ 0.0334-0.0758  40.53
; Sam, 00758 00616 47.78
- / | "‘Iguc'u CHSD"” 11.3
f = Totd Wi = 15888 x‘u.ut.
Dot sareva 1w, Srnviadll, voacd
Speed: 20000, Runtime: 24.0 min
- Mean . - Medan - CW%)

Weight 00724 00738 10822
Sulace 00715 OO72E 1191

Number 00895 00896 11532
| Polydmpesity lndex (DwOnl = 1 0404

T T T T

0.07 0.1 02 0.3
Parcacik Capt - Mikron

Sekil 5.7 PU-3 numunesi DCS analiz sonucu

DCS analizinden PU-3 6rneginin ortalama pargacik ¢apinin 78 nm oldugu belirlenmistir

(Sekil 5.7). Yiksek agregasyon potansiyelleri nedeniyle PU nanopargaciklar
topaklanma gostermektedir (Sekil 5.8).

Sekil 5.8 500 nm skalada PU nanoparg¢aciklarinin goriintiisii
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5.6 Viicut Dis1 (in-vitro) Sitotoksisite Deneyleri

PAN nanolif, PAN nanopar¢acik ve PU nanoparcacik érnekleri, TS EN ISO 10993-5
(Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi-Bolim 5: Viicut Disi Sitotoksisite
Deneyleri) standardina uygun hazirlanmistir ve MTT sitotoksisite deneyleri
gerceklestirilmigtir. Elektro-egirme islemi sonrasinda PU nanolifler toplayici plaka
lizerine yapigmistir ve plaka tiizerinden ayrilirken membran yapist kopmus ve

dagilmistir. Bu nedenle PU nanolif 6rneklerine sisotoksisite testleri uygulanmamustir.

MTT sitotoksisite deneyleri sonrasinda her bir 6rnek i¢in okunan absorbans degerleri
kullanilarak % canlilik degerleri esitlik 5.1 yardimiyla hesaplanmigtir. Canli hiicre
sayisindaki azalma Ornegin metabolik aktivitesinde azalmaya sebep olmaktadir. Bu
azalma, 570 nm’de optik yogunluk olarak okunan, mavi-mor renkte olusan formazan

miktariyla dogrudan iliskilidir.

% canlilik = <222 x 100 (5.2)

570b

Burada ODs70e degeri, oziitlerin 6lgiilen optik yogunlugunun ortalama degerini ve
ODs70p degeri ise kontrol numunelerin 6lgiilen optik yogunlugunun ortalama degerini
vermektedir. Okunan absorbans degerleri ve % canlilik degeri i¢in 6rnek bir hesaplama

EK 1°de verilmistir.

% canlilik degeri azaldik¢a polimerin sitotoksik potansiyeli artmaktadir. Canlilik,
kontrol numuneden elde edilen degerin %70’nin altindaysa, deney 6rneginin Sitotoksik
potansiyelinin oldugu kabul edilmektedir. Ornegin %50 6ziitii, %100 6ziitle en azindan
ayni veya daha yiiksek bir canlilik gosterdiginde sonuglar anlamli olmaktadir (Anonim

2010).

Ornekler arasinda en yiiksek sitotoksisite degeri PAN nonoliflerde gozlenmistir. Sekil

5.9’da PAN nanolif 6rneklerine ait % canlilik degerlerinin 1, 2 ve 3. giinlerde degisimi
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goriilmektedir. 3. giine ait %100 6ziit, %36 canlilik seviyesi ile en yiiksek sitotoksiteye
sahiptir. PAN nanoliflerin zamanla ve 6ziit derisiminin artmasiyla sitotoksik potansiyeli
artmakta ve %50 6ziitii, %100 6ziitten daha yiiksek bir canlilik gostermektedir.

PAN nanolif

120

100 '7—AV

o 80
= -\ —o— Kontrol
S 60
3 v —n —B—9%25
- \

20 %2100

0

1 2 3
Giin

Sekil 5.9 PAN nanolif %25, %50, %100 6ziit ve kontrol numunesi canlilik degerleri

Bu sonuglar PAN polimerinin nanolif yapida yiiksek sitotoksik potansiyele sahip
oldugunun bir kanitidir.

L929 fibroblast hiicrelerinin ekstrakt derisimine bagli olarak morfolojilerindeki degisim

sekil 5.10°da verilmistir. Hiicre o6liimiiniin ve morfolojik bozulmanin en fazla %100

0ziit derisiminde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 5.10 Ug giinliik inkiibasyon ardindan kristal viyole ile boyanmis 1.929 fibroblast

hiicreleri (X10)
a. kontrol (%0 6ziit), b. %25 PAN nanolif 6ziitii, ¢. %50 PAN nanolif 6ziiti, d. %100 PAN nanolif 6ziiti

PAN nanopargaciklarina ait sitotoksisite sonuglar1 incelendiginde,  0ziit derisiminin
artmasiyla sitotoksik potansiyeli artmakta ve %2.5ug/ml 6rnek, Sug/ml 6rnege kiyasla
daha disiik sitotoksik potansiyele sahiptir. Bu durum TS EN I1SO 10993-5 standardi
kapsaminda deney sonuglarinin anlamli oldugunu gostermektedir. Farkli gilinlerde %
canlilik degerlerinde belirgin bir degisim gozlenmemektedir. Bu duruma neden olarak

PAN nanopargaciklarin agrege olmalari gosterilebilir (Sekil 5.11).

Sonuglar degerlendirildiginde PAN nanopargaciklarinin nanoliflere kiyasla daha diistik
sitotoksik potansiyele sahip oldugu gozlenmistir. Bu durumun nedeni agrege olan PAN
nanopargaciklarin topaklanarak yiginlar olusturmasi ve “nano” biiyiikliigii kaybetmesi

olarak gosterilebilir.
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Sekil 5.11 PAN nanopargacik 1pg/ml, 2,5ug/ml, Spg/ml ve kontrol numunesi canlilik
degerleri

PU nanoparc¢acik
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Sekil 5.12 PU nanopargacik 1pug/ml, 2,5ug/ml, Spg/ml ve kontrol numunesi canlilik
degerleri

PU nanoparcaciklarina ait sitotoksisite sonuglari incelendiginde, 6ziit derisiminin artmasiyla
sitotoksik 6zeliklerinde genel bir artis gézlenmektedir ancak %2.5ug/ml 6rnek, Sug/ml
ornekten daha diisiik bir canlilik gostermektedir. Bu durumda deney sonuclari PU

nanopargaciklar i¢in anlamli degildir. Bunun temel nedeni agrege olan PU
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nanopargcaciklarin biiylik topaklanmalar olusturmasidir. Pargcacik boyut dagilimi genis
aralikta degismesi nedeni ile nanoparcacik yapisinin sitotoksik potansiyele etkisi net bir

sekilde belirlenememistir (Sekil 5.12).
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6.

SONUCLAR VE ONERILER

Elektro-egirme yontemiyle iiretilen PAN nanolifler RSM yo6ntemiyle optimize
edilerek 250 nm ¢ap biiytlikliglinde iiretilmistir.

PU nanolifler 400-1000 nm boyut araliginda elde edilmistir.

PAN nanopar¢aciklar mini-emiilsiyon polimerizasyonu yontemiyle 99 nm
biiyiikliikte sentezlenmistir.

PU nanopargaciklar 78 nm biiyliklilkte mini-emiilsiyon polimerizasyonu
yontemiyle tiretilmistir.

Uretilen nano biiyiikliikteki polimerlere MTT sitotoksisite deneyleri
uygulanmigtir.

Sitotoksisite deneyleri sonucunda PAN nanolif 6ziitlerinin uygulandigi 1929
fibroblast hiicre hatlarinda canliligin %36 seviyelerine diistigl gozlenmistir.
PAN nanopargacik oOziitiniin uygulandigr hiicre hatlarinda canliligin %60
seviyelerine diistigl gdzlenmistir.

Farkli tiretim teknikleri ile iiretilen PAN parcacik ve liflerin dnemli derecede
sitotoksik etkiye sahip oldugu gozlenmistir.

Hizla gelisen nanoteknoloji uygulamalari ve bu uygulamalarin iriini
nanomalzemeler giivenli kullanilmalidir. Ancak bu sayede nanoteknolojiden
stirdiiriilebilir ve giivenli bir sekilde faydalanabiliriz.

Gilivenli nanoteknoloji c¢alismalar1 sonucunda elde edilen veriler calisilan
nanomalzemenin giivenli tiretimi ve kullanimi i¢in referans olacaktir. Bu sayede
nanomalzemenin insan ve g¢evre i¢in olas1 zararl etkileri en diisiik seviyeye
indirilecektir ve malzemenin gilivenli kullanim1 saglanacaktir.

Nanomalzemelerin zararli etkileri belirlenerek calisanlarin ilk basamakta yer
aldig1 kullanim dongiileri boyunca giivenlik 6nlemleri alinmalidir.
Nanomalzemeler i¢in kisisel maruziyet sinir degerleri olusturulmalidir. Bu
sayede nanomalzemelerin liretim asamasinda, ¢alisanlarin sinir deger iizerinde

maruziyet yagamamasi i¢in dnlemler alinabilir.
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Tirkiye’de, nanomalzeme iireten veya kendi iliretiminde kullanan firmalarda
calisanlarin maruz kaldigi riskleri degerlendirebilmek amaciyla ISGUM
bilinyesinde nanoteknoloji dl¢iim, test ve analiz laboratuar1 kurulmalidir.
Nanomalzemelere yonelik 6zel saglik ve giivenlik Onlemleri igeren yasal
mevzuat hazirlanmalidir.

Diinyada biiyiik 6nem arz eden ve hizla gelisen gilivenli nanoteknoloji konusu
iilkemizde de giindeme getirilmeli ve igyerlerinin bu konuda bilinglendirilmesi
saglanmalidir.

Gilivenli nanoteknoloji; toksikoloji, miihendislik ve is hijyenini kapsayan
disiplinler arasi bir konudur. Universiteler, enstitiiler ve diger paydaslarla
kurulacak ulusal ve uluslararasi igbirlikleri bu konunun tilkemizde anlasilmasi ve
bu konuda bilimsel arastirmalarin tesvik edilmesi adina 6nemlidir.

Ulkemizde ISG alaninda heniiz yeni olan ve ISG agisindan énemi heniiz tam
olarak anlagilamayan nanoteknoloji kaynakli risklerin arastirilmasi ve
degerlendirilmesi gelecekte karsimiza ¢ikabilecek olasi daha biiyiik ISG
sorunlarinin énlenmesi adina 6nemlidir. Asbest drneginde oldugu gibi.

MTT sitotoksisite deneyleri sonucunda PAN nanoliflerin sitotoksik potansiyele
sahip oldugu goriilmiistiir.

Literatiirde y1gin halde toksik olarak kabul edilen PAN polimeri nano
biiyiikliikkte de toksik potansiyele sahiptir ve biyomedikal uygulamalar i¢in
uygun degildir.
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MTT Analizi Deney Talimati

1) Ornekler iizerindeki besi ortami gekilir ve yerine 600uL serumsuz besi ortami ve

60uL MTT (2.5 mg/mL steril PBS) ¢6zeltisi konur.
2) Ornekler CO, etiivde 3 saat inkiibe edilir.

3) 3 saatin sonunda ornekler lizerindeki ortam g¢ekilerek yerine 400 puL izopropanol

(0.04 M HCL igeren) konur. Olusan formazan kristallerinin ¢6zlinmesi beklenir.

4) Her bir 6rnegin lizerinden 200uL silipernatant alinarak 96-gdzlii kiiltiir kabina

koyulur.

5) Optik yogunluk 690 nm referans olmak tizere 570 nm’de mikrokap okuyucu ile

spektrofotometrik olarak 6l¢iim yapilir, absorbans degerleri okunur.
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EK 2 MTT Analizi Deney Talimati

Kullanilacak Cozeltilerin Hazirlanmasi

Aseton-metanol cozeltisi:

Aseton ve motanol 1/1 oranda karistirilarak ¢ozelti hazirlanir.

%20’lik metanol cozeltisi:

PBS kullanilarak %20’lik (v/v) metanol ¢ozeltisi hazirlanir.

Kristal vivole cozeltisi:

Daha 6nceen hazirlanan %20’lik metanol ¢ozeltisi kullanilarak %0.k’lik (w/v) kristal

viyole ¢ozeltisi hazirlanir.

Yontem:

1) Hiicrelerin tlizerindeki ortami uzaklastirilir ve PBS ile iki kez yikama islemi

gerceklestirilir.

2) Hiicreler 4°C’ de 20 dk. , 250 uL aseton-etanol ¢ozeltisine tabi tutularak fiksasyon

islemi gerceklestirilir.

3) Fiksasyon isleminden sonra hiicreler lizerine kristal viyole ¢ozeltisi (yaklagik 500 pL)
damlatilir ve 30 dk. beklenir.

4) Boyanan ylizey su isle yikanir.

5) Hiicreler 151k mikroskobu altinda goriintiilenir.
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