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Mikroakiskan sistemler ile iiretilen mikrobaloncuklar, kontrast ajanlar olarak ultrason
radyografisinde yaklasik 30 yildir kullanilmaktadir. Son yillarda ise basit, hizli ve
tekrarlanabilir tiretim imkani saglamasi nedeniyle birgok biyomedikal uygulamalarda
basariyla kullanilmaya baglanmistir. Bu uygulamalar arasinda ilag tasima sistemleri, gen
tedavisi, intravendz oksijen tagima ajanlari, kanser tedavisi, kan-beyin bariyeri hedefli
ilag tasiyicilar, tromboliz ve odaklanmis ultrason goriintilleme v.b. gelmektedir.
Mikrobaloncuklar ayni zamanda homojen gozenek yapisina sahip doku iskeleleri
tretiminde de kullanmilmaktadir. Go6zenekli yapilarin  hazirlanmasinda kullanilan
geleneksel yontemler (dondurarak kurutma, faz aymrma, gazla kopiirtme, parcacik
uzaklastirma, porojen kullanimi) ile tiretilen yapilarda gézenek boyutu, homojenlik ve
mimari tam olarak kontrol edilememekte olup iiretimden iiretime varyasyonlar
goriilmektedir. Mikroakiskan sistemlerde ise siirekli akisli bir iiretim gergeklestiginden
dolay1 iretilen mikrobaloncuklar kararli, homojen ve dar gozenek boyut araligina

sahiptirler.

Bu tez calismasinda T-baglantili mikroakiskan sistemi kullanilarak aljinat/poli(vinil

alkol)/polietilenimin (Alg-PVA-PEI) mikrobaloncuklarin iiretilmesi, bu yapilara giimiis



nanopartikiillerin  (AgNP) takviyesi ile antibakteriyel ozellik gosteren, gozenekli
yapilarin hazirlanmast amaglanmigtir. Bu amagla Alg-PVA-PEI mikrobaloncuklar
T-baglantili mikroakiskan sistemi ile iiretilerek sistem parametreleri optimize edilmistir.
Sistemde akis hiz1 200 pL/dk ve gaz basinci 9L/dk sabit tutularak, PEI ve AgNP oranina
bagli olarak 90-175 pm boyut araliginda mikrobaloncuklar elde edilmistir. Diger taraftan
bu yapilara antibakteriyel etki kazandirmak i¢in AgNP’ler sentezlenmistir. AgNP’lerin
ortalama ¢ap1 31.63+£3.7 nm, PDI degeri 0.11 ve ylizey yikii zeta potansiyel degeri
-21.749.1 mV olarak bulunmustur. Sentezlenen AgNP’ler, Alg-PVA-PEI ¢6zeltisine
eklenerek antibakteriyel mikrobaloncuklar (Alg-PVA-PEI/AgNP) tiretilmistir.

Uretilen mikrobaloncuklar kalsiyum kloriir (CaCly) ile capraz baglanarak; yiiksek su
tutma kapasitesine sahip, uzatilmis giimiis salim1 saglayan, toksik etki gdstermeyen ve
antibakteriyel ozellige sahip mikrobaloncuk yapilar elde edilmistir. Elde edilen
mikrobaloncuk yapilarin su tutma kapasiteleri %3685-4300 arasinda bulunmustur.
AgNP'lerin aljinat mikrobaloncuk yapilarindan salim profilleri incelenmis ve AgNP'lerin
mikrobaloncuklarin yiiksek hidrofilik dogasi nedeniyle ilk 24 saatte hizli salim sergiledigi
ve daha sonra ise salimin 7 giine kadar uzadig1 gézlemlenmistir. % 0.05 oraninda AgNP
ve % 1 oraninda PEI i¢eren mikrobaloncuk yapilar %105 hiicre canliligi gosterirken 72
saat sonunda 2605 ppb AgNP salimi tespit edilmistir. Bu degerin tizerindeki AgNP
miktarinin hiicre canlilifint olumsuz yonde etkiledigi gézlenmistir. Disk diflizyon test
sonuglaria gore Alg-PVA iceren mikrobaloncuk yapilar antibakteriyel etki gostermez
iken, PEI ve AgNP iceren mikrobaloncuk yapilar gram negatif Escherichia coli (E. coli-
ATCC 25922) ve gram pozitif Staphylococcus aureus (S. aureus-ATCC 29213),
Methicillin Resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA)) bakteri tiirlerine karsi
yiiksek oranda antibakteriyel 6zellik gostermistir. Sonug olarak, PEI ve AgNP igeren
mikrobaloncuk yapilarin uzun siireli antibakteriyel aktiviteleri, yiiksek su tutma
kapasitesi, hiicresel uyumlulugu géz oniline alindiginda, enfekte ve yiiksek eksudali

yaralar i¢in iyi bir yara ortiisii aday1 olabilecegi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: T-baglantili mikroakigkan sistem, mikrobaloncuk, aljinat,

gozenekli, antibakteriyel, glimiis nanopartikiil.
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Microbubbles produced with microfluidic systems have been used as contrast agents in
ultrasound radiography for approximately 30 years. In recent years, it has been
successfully used in different biomedical applications due to its simple, fast and
reproducible production possibilities. These applications include drug delivery systems,
gene therapy, intravenous oxygen transport agents, cancer therapy, blood-brain barrier
targeted drug carriers, thrombolysis and focused ultrasound imaging. Microbubbles are
also used in the production of scaffolds with homogeneous pore distribution. Pore size,
homogeneity and architecture can not be fully controlled in structures produced by
traditional methods such as freeze drying, phase separation, gas foaming, particle removal
or use of porogen. In microfluidic systems, on the other hand, since a continuous flow
production takes place, the microbubbles are stable, homogeneous and have a narrow

pore size range.

In this thesis, it was aimed to produce alginate/poly(vinyl alcohol)/polyethyleneimine
(Alg-PVA-PEI) microbubbles using T-junction microfluidic system, and to prepare

porous structures with antibacterial properties by supplementing these structures with



silver nanoparticles (AgNP). For this purpose, Alg-PVA-PEI microbubbles were
produced with T-junction microfluidic system and system parameters were optimized. By
keeping the constant flow rate of 200 puL/min and the gas pressure of 9L/min in the
system, microbubbles in the size range of 90-175 um were obtained depending on the
ratio of PEI and AgNP in polymer solution. On the other hand, AgNPs were synthesized
to give antibacterial properties to these structures. Average diameter of AgNPs was
31.63+3.7nm, PDI value was 0.11 and surface charge zeta potential value was -21.7+9.1
mV. Antibacterial microbubbles (Alg-PVA-PEI/AgNP) were produced by adding the
synthesized AgNPs to the Alg-PVA-PEI solution.

Microbubble structures with high water retention capacity, extended silver nanoparticles
release profile, non-toxic and antibacterial properties were obtained when microbubbles
were cross-linked with calcium chloride (CaClz). The water retention capacity of the
microbubble structures were found to be between 3685-4300 %. The release profiles of
AgNPs from alginate microbubble structures were examined and it was observed that
AgNPs exhibited a burst release in the first 24 hours due to the highly hydrophilic natura
of the microbuble structure and then release was extended up to 7 days. While
microbubble structures containing 0.05% AgNP and 1% PEI showed 105% cell viability
and 2605 ppb AgNP release after 72 hours. It was observed that the amount of AgNP
above this value adversely affected cell viability. According to the disk diffusion test
results, microbubble structures containing Alg-PVA did not show antibacterial effect,
whereas microbubble structures containing PEI and AgNP exhibited high antibacterial
properties against gram-negative Escherichia coli (E. coli-ATCC 25922) and gram-
positive Staphylococcus aureus (S. aureus-ATCC 29213), ATCC Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) bacterial strains. As a result, it was concluded that PEI
and AgNP containing microbubble structures could be a good wound dressing candidate
for infected and highly exuding wounds, considering their long-term antibacterial

activity, high water retention capacity, cellular compatibility.

Keywords: T-Junction microfluidic system, microbubble, alginate, porous, antibacterial,

silver nanopatrticle.
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1.  GIRIS ve TEZIN AMACI

Mikro/nanopartikiiler sistemlerin teshis ve tedavideki kullanim1 yayginlagmakla birlikte
hizli iretim teknolojilerine olan ihtiyag giin gectikce artmaktadir. Son yillarda
mikroakigkan teknolojilerle {iretilen mikrobaloncuklar, kontrast ajan, ila¢ hedefleme, gen
tedavisi, tromboliz ve odaklanmig ultrason cerrahisi, intraven6z oksijen dagitim ajanlari,
kanser tedavisi, doku iskelesi ve kan-beyin bariyerinden ila¢ tasinmasi olmak tizere
birgok biyomedikal uygulamada biiyiikk umut vaat etmektedir [1-4]. Mikrobaloncuklar;
lipidler, proteinler veya polimerler gibi biyouyumlu malzemelerden meydana gelen bir
kabuk icerisinde kapsiillenmis gaz halindeki bir ¢ekirdekten olusur ve genellikle 1-200
um ¢apindadir (Sekil 1.1) [5]. Mikrobaloncuklarin ilk kullanim alani yiizey aktif bir
madde ya da polimer kaplama ile stabilize edilen kontrast ajanlar olarak ultrason
radyografisinde son 20-30 yilda siklikla kullanilmaktadir [6]. T1bbi teshis i¢in kullanilan
ultrason, en hizli ve en ucuz tarama yontemidir. Fakat manyetik rezonans goriintiileme
gibi teknikler ile kiyaslandiginda goriintii kalitesi genellikle daha diisiiktiir.
Mikrobaloncuklar yiiksek sikistirilabilirlik 6zellikleri sayesinde, ultrasonu kirmizi kan
hiicrelerinden ¢ok daha verimli bir sekilde dagitabilmektedirler. Ayrica orta diizeyde
uyarma basinglarinda, daginik sinyallerinin dokuya bagli olandan agikca ayirt edilmesini
saglayan dogrusal olmayan bir yanit sergilerler [7]. Bu sayede, dzellikle kardiyovaskiiler
uygulamalar ve kanser teshisi i¢in mitkemmel bir doku perflizyonu goriintiileme araci

saglarlar.

PROTEIN ‘ POLIMER

Sekil 1.1. Mikrobaloncugun sematik gosterimi.



Ilag hedefleme/salim ¢alismalarinda; mikrobaloncuk sistemler homojen boyut dagilima,
tek tip ilag icerigi ve dogru dozajlamayi1 saglamak acisindan kritik avantajlar
saglamaktadir. Benzer sekilde, mikrobaloncuk sinyalinin karmasik dogrusal olmayan
Ozelliklerinden yararlanan ve/veya doku perfiizyonunun Olgiilmesini saglayan daha
gelismis gorilintiileme teknikleri gelistirildik¢e, mikrobaloncuk siispansiyonunun akustik

yanitint dnceden belirleme yetenegi giderek daha 6nemli hale gelmektedir [8].

Chow ve ark., yaptiklar1 ¢alismada beyin ve karaciger MR goriintiilerinde kontrasti
arttirmak i¢in SonoVue® tarafindan sonikasyon ile iiretilmis mikrobaloncuklara demir
oksit nanopartikiillerinin eklenebilecegi ilk kez gosterilmistir ve drettikleri bu
malzemenin MR goriintiilerinde kontrast1 arttirdigini gézlemislerdir [2]. Mullick ve ark.,
ileri evre pankreas kanseri olan hastalarda yapilan ilk pilot klinik ¢aligmada ultrason ve
mikrobaloncuk aracili ila¢g tasiminin klinik uygulanabilirligini ve giivenilirligini
gostermislerdir [3]. Sun ve ark., hipoksik yumurtalik kanseri hiicrelerinde ultrason aracili
kombinasyon tedavisi i¢in oksijen ve paklitaksel yiiklii lipit mikrobaloncuklari
sentezleyerek oksijen ve ilag yiiklii mikrobaloncuklarin ultrason araciligi ile hipoksik
yumurtalik kanseri hiicrelerinde kemo direncinin iistesinden gelmek igin yararli bir
yontem olabilecegini gormiislerdir [9]. Kim ve ark., trombolitik hiz1 iyilestirmek ve
boylece gerekli trombolitik ilag dozunu en aza indirmek i¢in intravaskiiler mikrobaloncuk
aracilt bir sonotromboliz cihazi gelistirmislerdir ve bu cihazlarin lipit kabuklu
mikrobaloncuk kontrast maddelerinin kavitasyonunu indiiklemek icin yeterli basing
olusturabildigini gézlemlemislerdir. Bu kolloidal partikiillerin gaz halindeki ¢ekirdekleri
sikigtirilabilir, dolayisiyla kan kilcal damarlarindan gecerken veya ultrasona maruz
kaldiklarinda sekilleri deforme olmaktadir. Ultrasona tabi tutuldugunda, mikrobaloncuk
kabuk biiziiliir ve genisler, bu da gelen ultrasonik radyasyonun geri sagilmasina veya
kavitasyona hatta mikrobaloncuk kabugun patlamasimma neden olur. Bu 0&zellikleri
nedeniyle mikrobaloncuklar ultrasonik goriintiileme sirasinda kontrast artirici ajanlar ve

hedeflenmis ilag/gen tasima sistemleri olarak kullanilmaktadir [8].

Diger taraftan yiiksek gézenekli yapilar biyomedikal alanda siklikla kullanilan yapilardir.
Ornegin; doku miihendisligi alaninda kullanilan doku iskelelerinde gézenek biiyiikliigii
ve morfolojisi, hiicre tutunmasi ve proliferasyonu i¢in dnemli bir 6zelliktir. Genel olarak
ideal gézenegin 100 ile 400 um arasinda oldugu ve maksimum ara baglanti ile yiiksek
gozeneklilik (>%50) gerektigi kabul edilir [10]. Bununla birlikte, gézenek boyutunun

homojen olmayan dagilimi mekanik ozelliklerin zayiflamasi ile sonuglanir. Ayrica



gbzenekli biyomalzeme hazirlamak i¢in kullanilan; faz ayirma, gazla kopiirtme, pargagik
uzaklastirma, porojen kullanimi, dondurarak kurutma teknikleri gozeneklilik ve
mimarinin tam olarak kontrol edilemedigi geleneksel iiretim yontemleridir [10]. Diger
taraftan segici lazer sinterleme [11], stereolitografi [12] veya kaynastirilmis biriktirme
modelleme [13] gibi 3B hizli prototipleme teknikleri, homojen gbzenek
konumlandirmasini kontrol etme yetenegine sahiptir [10]. Ancak bu tekniklerin her biri
geleneksel tekniklerle karsilastirildiginda karmasik ve maliyetlidir. Ayrica, foto-
polimerize edilebilirlik, psddoplastiklik ve sinterleme yetenegi gibi en hizli prototipleme
tekniklerinde, her yontemi sinirli uyumlu malzemelerle kisitlayan baska bazi 6zel

yeteneklere sahip olmasi gerekir.

T-baglantili mikroakiskan sistemler ile gelistirilen mikrobaloncuk {iiretimi teknikleriyle
hem geleneksel hem de hizli prototipleme yontemlerinin dezavantajlariin iistesinden
gelmek miimkiindiir. Bu teknik basit ve hizli {iretim imkan1 saglamakla birlikte, bir sablon
veya karmagik bir kurulum gerektirmez. S1vi fazin (polimer ¢ozeltisi) gaz faz1 yiikklenmesi
sonucu {retilen mikrobaloncuklar, tek bir adimda mikroakiskan diizeneginde elde
edilerek homojen ve yiiksek gbézenege sahip mikrobaloncuk yapilar elde edilebilir. Bu
teknikle, mikroakiskan tiirevi polimerik mikro damlaciklarin en 6nemli avantaji homojen
boyut dagilimi ve bu homojen damlaciklarin boyutu da sivi fazin derigimi, viskozitesi ve
akis hizlar1 parametreleri ile hassas bir sekilde ayarlanabilir olmasidir. T-baglantili
mikroakigkan sisteminde mikrobaloncuk olusum siireci li¢ asamada gergeklesir: biiylime
asamasi, boyun verme asamasi ve son olarak kistirma asamasi. Gaz ve siv1 fazlari baglanti
noktasinda bulusur ve bir gaz siitunu olugsmaya baslar ve baloncuk sonunda ayrilana kadar

genisler.

T-baglantili mikroakigskan sisteminde polimer ¢ozelti derisimi, gaz basinci ve akis hizi
degiskenlerine bagli olarak mikrobaloncuk iiretimi gergeklesir (Sekil 1.2) [14]. Son
zamanlarda, homojen ve Ol¢eklenebilir gdzenekli aljinat yapilarin tek asamali bir {iretim
yontemi, nitrojenle hapsedilmis monodispers aljinat mikrobaloncuk T-baglantili
mikroakigkanlar yoluyla elde edildigi ve bu baloncuklarin kontrollii patlamasinin
yapildig1 ¢aligmalarda bildirilmistir [14, 15]. Xu ve ark., gaz-sivi faz akis modellerini ve
capraz akish kesme-kirma teknigini kullanan bir T-baglantili mikroakiskan sisteminde

partikiil boyutu 100-500 um arasinda degisen mikrobaloncuklar iiretmislerdir [16].
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Sekil 1.2. T-Baglantili mikroakiskan sistemi ile mikrobaloncuk tiretimi [17].

Bu tez kapsaminda ise T-baglantili mikroakiskan sistemleri kullanarak gilimiis
nanopartikiiller igeren aljinat-poli(vinil alkol)-polietilenimin (Alg-PVA-PEI) gozenekli
antibakteriyel mikrobaloncuk yapilarin tiretilmesi ve enfekte ve eksudali yaralar igin yara

ortiisii potansiyeli degerlendirilmistir.

Deniz yosunundan elde edilen dogal bir biyopolimer olan aljinat, herhangi bir organik
¢oziicii icermeden elde edilebilen hizli iyonik indiiklii jel olusum siireci, yiiksek
biyouyumlulugu ve su tutma kapasitesi nedeniyle hidrojel yara ortiisii, doku mithendisligi
ve ilag salim sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ayrica makrofajlari aktive
edebilir ve kronik yara iyilesmesini hizlandirmak i¢in interlokin-6 (IL-6) ve tiimér nekroz
faktorii o (TNF-a) iiretmek i¢in monositleri uyarabilen 6zellikleri belirgin avantajlar
olarak 6ne ¢ikmaktadir [18]. Diger taraftan, sentetik bir polimer olan polietilenimin (PEI),
katyonik ozellige ozelligi nedeni ile gen transfeksiyonu, antibakteriyel malzeme
hazirlanmasinda ve doku miihendisligi ¢alismalarinda siklikla kullanilmaktadir [19]. Poli
(vinil alkol) ise yaygin olarak yara ortiileri, ilag tasima sistemleri, yapay organlar ve
kontak lensler gibi sistemlerde kullanilan ve bilinen en eski sentetik polimerlerden biridir
[20].

Sunulan tez calismasinda aljinat ve PEI yukardaki bahsi gegen 6zelliklerinden dolayz,
PVA ise mikroakiskan sistemde mikrobaloncuk tiretimi i¢in stabilizator olarak ve giimiis

nanopartikiiller ise bilinen antibakteriyel aktivitelerinden dolay1 kullanilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Mikropartikiiller ve Mikrobaloncuklar

Mikropartikiiller, boyutlar1 1 um ile 1000 pm arasinda tanimlanabilen ancak ideal
kullanimlar1 200 um’ye kadar olan malzemelerdir. Mikropartikiil sistemler ilag tagima,
doku miihendisligi, biyoalgilama ve hiicre kapsiilleme gibi bir¢ok farkli biyomedikal
uygulamalarda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Mikropartikiillerin boyutu ve
dagilimi, kimyasal yapisi, morfolojileri kullanim alanina goére farkliliklar gosterir. Bu
nedenle uygulamaya yonelik bu 6zellikleri gelistirmek i¢in kontrollii iiretim sistemleri

gerekmektedir [21].

Son zamanlarda hayvanlar, bitkiler ve bakteriler de dahil olmak iizere canl
organizmalardan tiiretilen biyomolekiillerin miikemmel biyouyumluluklar1 ve biyolojik
olarak parcalanabilmeleri sayesinde mikropartikiil tiretiminde kullanimlar1 artmaktadir.
Baz1 biyopolimerler, hiicre dis1 martikse (ECM) benzer yapilarindan dolay1 fizyolojik
ortamda taninmakta ve metabolize edilebilmektedir. Bu yiizden bu tiir biyopolimerlerin
mikropartikiil tiretiminde kullanimi, genelde kronik enflamatuar veya immiinolojik
reaksiyonlar ve in vivo toksisite gibi sentetik polimerlerle iliskili endiselerini en aza
indirmek i¢in dikkat ¢ekmektedir. Ek olarak, biyopolimerlerdeki hidroksil, amino ve
karboksilik asit gruplar1 dahil olmak iizere fonksiyonel gruplarin fazlaca varligi,
mikropartikiillere istenilen biyoaktiviteleri kazandirmak icin kolaylikla modifiye imkani

vermektedir [22].

Son yillarda mikropartikiiler sistemler arasinda mikrobaloncuklarin ¢esitli biyomedikal
uygulamalarda kullanimi giderek artmaktadir. Mikrobaloncuk, lipit ya da protein gibi
biyouyumlu malzemelerden olusan bir kabuk igerisinde kapsiillenmis gaz halindeki bir
cekirdekten olusur ve genellikle 0,1 pm ile 200 um capindadir. Bu kolloidal
mikrobaloncuklar 20. yilizyilin sonlarinda bir¢ok arastirmaci tarafindan goriintiilemede
kontrast artirici ajan olarak kullanilmigtir [5]. Daha sonra kullanim alanlar1 yayginlasarak
ilag ve gen tasiyici, intravendz O: dagitim ajanlari, trombolitik ajanlar ve kan-beyin
bariyerinden ilag tagima araglar1 olarak kullanilmistir. Mikrobaloncuklarin gaz halindeki
cekirdekleri sikistirilabilmekte ve bundan dolayr kilcal kan damarlarindan gegerken
ultrasona maruz kaldiklarinda sekilleri deforme olmaktadir. Ultrasona tabi tutuldugunda

kabuklar biiziiliir ve genisler, bu da gelen ultrasonik radyasyonun geri sagilmasina veya



kavitasyona veya mikrobaloncuk kabugunun patlamasina neden olur. Bu fenomenler,
mikrobaloncuklarin ultrasonik goriintiileme sirasinda kontrast arttirici ajanlar olarak ve

hedeflenmis ila¢/gen tasima i¢in kullanilmasini saglar.

2.2. Mikroakiskan Sistemler

Mikro/manopartikiiller ~ gelencksel  kesikli ~ tiretim  sistemlerinde  genellikle
nanopresipitasyon, sol-jel, mekanik 6giitme, mikro emiilsiyon ve indirgeme yontemi ile
sentezlenmektedir [23]. Bu tiir yontemler “yukaridan-asagi” biiyiik boyutlu malzemelerin
parcalanmas1 ya da ‘“‘asagidan-yukar1” olarak adlandirilan genelde ¢dzelti formundan
partikiil haline getirip ¢oktiirme ya da dondurarak kurutma gibi islemlere dayanmakta
veya ¢oziicli ortaminda ¢oziinmiis altin glimiis gibi iyonlardan ya da molekiil formundan
partikiil haline getirme islemleri ile gergeklesmektedir. Partikiillerin biiytiklikleri ve
morfolojileri gibi 6zellikleri tiretim yontemine bagli olup tiretimden {iretime varyasyonlar
gostermektedir. Ayn1 malzemeler ve sistem parametreleri ile iiretim yapilmasina ragmen
ayni sonuclarin elde edilememesinden dolay1 zayif tekrarlanabilirlik, sinirl islevsellik ve
daha az ayarlanabilir morfoloji literatiirde farkli yontemlerin arastiritlmasina neden
olmustur. Bahsedilen tiim bu sorunlar mikroakiskan sistemlerin tasarlanmasi ve tiretimde

aktif bir sekilde kullanilmasini saglamistir.

Yaklasik olarak 1990°l1 yillardan beri mikrobaloncuk ve nanopartikiil {iretimi igin
mikroakigkan sistemler gelistirilmektedir. Bu sistemler siirekli akigli mikro olgekli
akigkan kanallarda siklikla nanopresipitasyon islemine dayanmaktadir. Siirekli akis
sistemi sayesinde ¢oziiniirliik dengesi daha stabil, homojen, hizli1 ve tekrarlanabilirligi
yikksek parcaciklar elde edilebilmektedir. Mikroakigkan sistemler genellikle
polidimetilsiloksan (PDMS) veya camdan olusan ¢esitli malzemelerden iiretilmektedir.
Mikroakiskan sistemlerin iiretildigi malzemelerin avantaj ve dezavantajlar1 Tablo 1’de ve

mikroakigkan sistemlerin avantaj ve dezavantajlart Tablo 2’de verilmistir.



Tablo 1. Mikroakigkan sistemler igin kullanilan ana malzemelerin avantajlari ve

dezavantajlari [24].

Materyal Avantajlar Dezavantajlar
PDMS Optik olarak seffaf Farkli organik ¢oziiciiler, asitler veya
Kullanimi kolay bazlarla temas halinde sisme ve bozunma
Ucuz Hidrofobiklik
Kiigiik molekiillerin yilizeyinde emilmesi
Temiz odalarda hazirlik ihtiyact
Cam Ucuz Mikrofabrikasyon zorluklari
Optik olarak seffaf Bazen temiz odalarda hazirlik yapilmasi

Kimyasal olarak etkisiz
Sert

Yiiksek sicakliklara
dayanikli

Modifiye edilmesi kolay

gerekir

Tablo 2. Mikroakigkan sistemlerin avantajlari ve dezavantajlari.

Avantajlar

Dezavantajlar

Genis yiizey-hacim oranlar1

Bir¢ok cihaz alt tabakasinin ¢dziicii uyumlulugu

zayiftir ve yiiksek sicakliga dayanikli degildir.

Diisiik numune / ¢ozelti tiiketimi

Homojen reaksiyon ortamlari

saglama

Istenilen boyuta ve daha dar
boyut dagilimina sahip

nanopartikiiller

Yiiksek tekrarlanabilirlige sahip

sentez

Reaktifleri hizli bir sekilde

karistirabilme

Kanal tikanmasina kars1 hassastir.

Bazi ylizeyler (cam, silika gibi) veya kaliplar
pahalidir ve temiz oda sartlar1 gerektirir.




2.2.1. Mikroakiskan Sistemlerde Akis Modelleri

Mikroakigkan sistemlerde, mikrometre uzunluk 6lgegi son derece belirgin ve 6nemli bir
ozelliktir. Bu sayede kiigilk numune hacimleri ile diisiik maliyette ve hizli analiz
yapilabilirken ayni zamanda yiiksek ¢oziiniirliik ve hassasiyet mevcuttur. Birbiri
igerisinde ¢oOziinebilen sivilarin tam ve hizli bir sekilde karistirilabilmesi i¢in mikro
kanallarin kullanilmas1 yiizey-hacim oranini artirmakla birlikte yiizey geriliminin ve

akiskan viskoz kuvvetlerinin etkisini de artirmaktadir.

Kapiler boru icerisindeki sivi akiskan modelleri Reynolds sayist (Re) ve Péclet sayisi
(Pe)’na gore belirlenmektedir. Re, farkli akiskan durumlar altindaki akis modelini

tanimlar ve Esitlik 1 ile hesaplanabilir.

L
Re = % Esitlik 1

Burada, p sivinin yogunlugunu, v sivinin hizini, L borunun c¢apit ve p sivinin
viskozitesidir. Genellikle Re<1800 ise daha belirgin ve akiskan yoniine paralel olan
laminar akis (Sekil 2.1 A), Re>2300 ise belirgin ¢izgileri olmayan karisik bir akis olarak
bilinen tiirbiilans akis (Sekil 2.1 B) olusmaktadir. Re sayisinin 1800 ile 2300 arasi oldugu
durumlar ise laminar akistan tiirbiilans akisa gegis baslangicidir. Laminar akis sabit akis
cizgileriyle karakterize edildigi i¢in, bu sistemlerde ila¢ kapsiilleme ve tek dagilimli

partikiiller elde etmek i¢in daha kullanighi ve kontrol edilebilirdir [24-26].

Diger yandan Péclet sayisi, sivilarda molekiillerin difiizyonunu veya konveksiyonunu
yansitan mikro akiskanlarda bir bagka Onemli parametredir ve Esitlik 2 ile

hesaplanmaktadir.

Pe = Esitlik 2

Bu denklemde, U, ortalama akis hizini, H sistemin karakteristik uzunlugu ve D ise ilgili
parcacigim/molekiiliin  kiitle difiizyon katsayisidir. Damlacik mikro akigkanlarinda
genellikle molekiillerin transferi yavas bir sekilde gerceklesmektedir ve bu kiigiik
hacimler ve laminer akis modellerinden kaynaklanmaktadir. Esasen, konveksiyon

yoluyla degil difiizyon yoluyla meydana gelmektedir. Bundan dolayr molekiillerin



dagilmis halden siirekli faza transferi en aza indirilmekte ve ardindan damlaciklara ilag

kapsiillenmesi daha olanaklidir.

33
=34

Sekil 2.1. Mikroakigkan sistemlerde akis modelleri A) Laminar akig, B) Tiirbiilans akis.

A

((((

2.2.2. Mikroakiskan Sistemlerde Akis Diizenleri

Mikroakigkan sistemlerin, monodispers damlacik {iretiminde kontrollii ortam sunan ve
geleneksel yigin yontemlerine karst giivenilir bir alternatif olarak ortaya ciktig
bilinmektedir. Damlacik olusumu sivi dengesizliklerinin sonucudur ve akigskan
viskozitesinin kuvvetinden daha yiiksek bir siiriikleme kuvvetinin olugmasi iizerine
gerceklesmektedir. O noktada damlacik olusmakta ve dagilmis fazdan kopmaktadir.
Siirekli fazin yiliksek hacmi, partikiil stabilizasyonunu saglamay1 ve ardindan birbirleri ile
birlesmelerini engellemeyi belirlemektedir. Birbirine karigmayan sivinin digerine
katilmasi genellikle iki ana olay ile sonuglanir: siirekli damlacik diizeni (Sekil 2.2 A) ve
puiskiirtme diizeni (Sekil 2.2 B). Damlacik diizeninde, ylizey gerilimi kuvveti ve ¢ekme
viskoz siiriikleme arasindaki denge damla olusumuyla sonuglanmaktadir [24]. Diger
yandan piiskiirtme diizeni, Rayleigh-Plateau dengesizligi ile agiklanmaktadir. Bir sivi
akis1 daha az ylizey alanina sahip ancak aymi hacme sahip daha kii¢iik kisimlara

ayrilmaktadir.



Sekil 2.2. Mikroakiskan sistemlerde akis diizenleri A) Damla diizeni, B) Piiskiirtme
diizeni.

2.2.3. Mikroakiskan Sistemlerde Partikiil/Baloncuk Uretim Geometrileri ve
Teknikleri

Mikroakiskan sistemler ile partikiil ve baloncuk iiretiminde farkli geometriler
kullanilmaktadir. Bunlar tek emiilsiyon ve ¢ift emiilsiyon olarak bilinmekte ve ayrica
janus parcaciklar iiretimi yapmak i¢in daha farkli bir geometri kullanilmaktadir. Tek
emiilsiyonlu sistemler, akis odaklama (Sekil 2.3 A), ortak akis (Sekil 2.3 B) ve T-
baglantisi (Sekil 2.3 C) geometrisi ile adlandirilmakta iken ¢ift emiilsiyon sistemler ise
bu sistemlerin birbiri ile baglanmasiyla meydana getirilir ve ¢ift emiilsiyon sistemlerde
genellikle ¢ekirdek-kabuk yapida (core-shell) partikiiller iiretilmektedir. Her sistemde de
dagitilacak faz bir mikro kanala siiriiliir ve burada bagimsiz olarak hareket ettirilen
dagitilacak faza karigmayan bir sivi ile taginir [15]. Bunun haricinde dagitilacak fazin
kararli bir gaz ile taginip mikrobaloncuk iiretimi yapilan ¢alismalar da mevcuttur [10, 14,
17]. Bu yontemler kullanilarak iiretilecek partikiil boyutlar1 siirekli faz ¢ozeltinin
ozellikleri (yogunluk ve viskozite), ¢ozeltinin akis hizi, noziiliin ¢ap1 ve bunlar arasindaki
ara ylizey gerilimleri gibi parametrelere baghdir ve iiretilecek partikiiller bu parametreler
degistirilerek istenilen boyutlarda monodispers bir sekilde ayarlanabilmektedir. Bu

sistemler asagida agiklanmistir.

2.2.3.1. Tek Emiilsiyon

Tek emiilsiyon sistemlerde iki farkli birbirine karigmayan sivinin (ya da bir siv1 bir gaz
olarak) birinin digerine dagitilmasi ile olusan bir karisimdan meydana gelmektedir. Tek
emiilsiyonlar yag farkl siirekli bir su fazinda dagildiginda O/W (oil in water) ve suyun

bir yag fazinda dagilmis faz olarak oldugunda ise W/O (water in oil) olarak
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adlandirilmaktadir. Bu sistemlerde akis odaklama, ortak akis ve T-baglanti olmak {izere

tic farkli ana geometri kullanilmaktadir.

Akis odakli mikroakiskan cihazlarda, birbirine karismayan iki sivi, damlaciklarin
olustugu i¢ kilcalin agzinda bulusarak sistemin zit taraflarindan akmaktadir. Bu
geometride hem damlatma hem de piiskiirtme rejimleri kullanilabilir. Ortak akis
geometrisinde, daginik ve siirekli fazlarin akigkanlari paralel akimlarda akar. Ortak akis
geometrisi nanopartikiil tiretimi i¢in en fazla kullanilan yontemdir [24]. T-baglantili
mikroakigkan sistem ise basitliginden dolay1 yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tiir
sistemlerde, iki farkli kanal, stirekli faz1 tagiyan ana kanal ve daginik fazi tastyan besleyen
ortogonal kanal ile dik bir agida bulusmaktadir ve diger kanaldan olusan pargaciklar

toplanmaktadir.
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Sekil 2.3. Tek emiilsiyon sistem geometrileri A) Akis odaklama, B) Ortak akis, C) T-
Baglanti.
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2.2.3.2. Cift Emiilsiyon

Cift emiilsiyon sistemler genellikle farkli akis geometrilerinin birlestirilmesiyle
olusturulmaktadir. Genel olarak, bir ¢ift emiilsiyonlu mikroakiskan sistem, kare bir
kapiler borunun igerisine zit yonlerde yerlestirilmis ve delikler birbirine bakacak sekilde
iki farkli yuvarlak kapiler boru igermektedir. Burada i¢ faz, i¢ kapiler boru boyunca
akarken, orta ve dis fazlar, dis kilcal boyunca i¢ fazin ayn1 ve zit yonlerinde akmaktadir.
Cift emiilsiyonlarda hem suda yagda su (W/O/W) hem de yagda suda yag (O/W/O)
iiretilebilir ve bu amagla kullanilan en popliler geometriler ortak akis ve akis odaklama
birlesimi (Sekil 2.4 A), iki ortak akis geometrisinin bir kombinasyonu (Sekil 2.4 B), iki
i¢ akisa sahip bir ¢ift emiilsiyon (Sekil 2.4 C) ve T-baglantisinda ortak akisi birlestiren
ortak akis (Sekil 2.4 D) icermektedir.

r=1. o

[E—1
Dis Akiskan

Dis Akiskan

® . —
ic Akiskan i) t

Orta Akiskan Dis Akiskan

Orta Akiskan Dis Akiskan

Sekil 2.4. Cift emiilsiyon sistem geometrileri: A) Ortak akis ile akis odaklama kombini,
B) Ortak akis ile ortak akis kombini, C) Iki i¢ akisl ¢ift emiilsiyon, D) T-baglantisinda
ortak akisi birlestiren ortak akis.

2.2.3.3. Janus Parcaciklan

Son yillarda mikroakiskan sistem geometrisi Janus parcaciklari tiretiminde kullanilmistir.
Bu tiir bir konformasyonda, silindirik bir cam tiip, kare veya dikdortgen bir dis kapiler
icine yerlestirilir ve hizalanir, burada akislar paralel olarak izler ve iki sivinin es eksenli
akisiyla sonuglanir (Sekil 2.5). Bu pargaciklar, yilizeylerde iki veya daha fazla farkli
malzemeyi birlestiren 6zel pargacik tiirleridir. Janus parcaciklarinin bu essiz yiizeyi, ayni
pargacik lizerinde iki farkli kimyasal yapinin olugsmasina izin verir. Bu parcaciklarin

hazirlanmasi, Y seklindeki kanaldan birlikte akan iki ayri1 akisa dayanmaktadir. Diger
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yontemlerde ¢ift katmanl kabuklu partikiiller iiretilirken, bu pargaciklar ayni partikiiliin

icerisinde birbirine karigmayan malzemelerden iiretilmektedir.

i¢ Akiskan 1

— ]

i¢ Aluskan 2 ‘

Dis Akiskan

Sekil 2.5. Janus pargacigi iiretiminde kullanilan geometri.

2.3. Aljinat ve Biyomedikal Uygulamalari

Sodyum aljinat, tipik olarak kahverengi deniz yosunun hiicre duvarlarinda yaygin olarak
bulunan, dogal olarak olusan anyonik bir biyopolimerdir. Ayrica, bakteriyel biyosentez
ile de tretilebilmektedir. Bakteriyel biyosentez, aljinata deniz yosunundan tiiretilen
aljinattan elde edilenden daha farkli kimyasal yapilar ve fiziksel 6zellikler saglayabilir.
Bakteriyel aljinat, Azotobacter ve Pseudomonas'tan iretilebilir. Ticari olarak temin
edilebilen sodyum aljinatlarin molekiiler agirliklar1 32.000 ile 400.000 g/mol arasinda
degismektedir [27]. Tipik olarak sodyum aljinatin kimyasal yapist Sekil 2.6’da
goriilmektedir. Biyouyumlulugu, mukoadheziv 6zelligi, diisiik maliyeti, diisiik toksisitesi
ve Ca'? gibi iki degerlikli katyonlar ile hafif jellesmesi ile biyomiihendislik
uygulamalarinda yogun bir sekilde kullanilmaktadir. Aljinat hidrojeller, farkli capraz
baglayicilar ve farkli yontemler ile capraz baglanarak hazirlanabilir ve canli dokularin
hiicre dis1 matrikslerine (ECM) yapisal benzerlikleri sayesinde yara oOrtiilerinde, kii¢iik
kimyasal ilaglar ve proteinler gibi biyoaktif maddelerin verilmesinde ve dahasi, hiicre
transplantasyonunda genis uygulamalara izin verir. Sodyum aljinatin jellesme hiz1 Ca+?
gibi katyonlar ile iyonik olarak baglandiginda homojenligi ve yapinin giiciinii kontrol
edebilmek i¢in kritik bir faktordiir ve daha yavas bir jellesme gerceklestiginde daha stabil
yapilar ve daha yiliksek mekanik biitlinliik tiretmektedir [28]. Ayrica jellesme sicakligi da
onemli bir faktor olarak tanimlanmistir ve jellesme hizini ve elde edilen jellerin mekanik
ozelliklerini de etkilemektedir. Daha diisiik sicakliklarda iyonik ¢apraz baglayicilarin

reaktivitesi azaldigindan dolay1 ¢capraz baglama daha yavas gergeklesmektedir [29].
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Iyonik olarak ¢apraz baglanan aljinat jellerin Snemli bir dezavantaj ise, fizyolojik olarak
sinirli uzun vadeli kararliligidir. Ciinkii bu jeller, monovalent katyonlarla degisim
reaksiyonlar1 nedeniyle iki degerleri iyonlarin ¢evreleyen ortama salinmasindan dolay1
¢oziilebilir. Ayrica, jelden salinan kalsiyum iyonlar1 ise hemozstazi saglayabilirken, jel
kism1 trombosit ve eritrositlerin agregasyonu igin bir matris gorevi gormektedir [30].
Diger yandan kovalent ¢apraz baglama, doku miihendisligi de dahil olmak {izere bircok
uygulama i¢in jellerin fiziksel oOzelliklerini iyilestirme ¢abasiyla genis ¢apta
arastirllmustir. Iyonik capraz baglanan bir aljinat jele uygulanan gerilim kuvvetiyle,
capraz baglar ayrisip yeniden sekillendiginde gevser ve jelden su kaybi yasanir,
dolayistyla da bu plastik deformasyona yol agmaktadir. Su kayb1 ayni1 zamanda kovalent
capraz baglanan jellerde de meydana gelir ve gerilim Kuvvetiyle birlikte gevseme olurken,
baglarin ayrisamamasi ve yeniden olusturulamamasi 6nemli elastik deformasyona yol
acmaktadir [31]. Aljinatin bozunma davranigi incelendiginde, memelilerde polimerik
zincirleri parcalayabilen enzim (aljinaz) bulunmadigindan dolayr memelilerde dogal
olarak bozunmazlar. Ancak iyonik olarak ¢apraz bagli aljinat jeller, jeli ¢evreleyen
ortama ¢apraz baglayan iki degerlikli iyonlarin salinmasiyla ¢oziilebilir. Aljinati
fizyolojik kosullarda bozunabilir hale getirmek ig¢in aljinat zincirlerinin kismi
oksidasyonu gerekmektedir. Hafifce oksitlenmis aljinat, sulu ortamda bozunabilir ve bu
malzemeler, cesitli uygulamalar i¢in ilaglarin ve hiicrelerin bir dagitim araci olarak

potansiyel gostermistir. Aljinat tipik olarak sodyum periyodat ile oksitlenir.

Diger yandan aljinatin biyomedikal uygulamalarina bakildiginda, akut ve kronik yaralarin
tedavisi gibi bir¢ok alanda acil bir ihtiya¢ oldugu sdylenmis ve aljinat bazl yara ortiileri
birgok avantajli 6zellik sunmaktadir. Geleneksel yara ortiileri (6rnegin gazli bez) esas
olarak bir bariyer islevi saglar, patojenin yaraya girmesini onlerken yara eksiidalarinin
buharlagmasina izin vererek yaray1 kuru tutar [32]. Buna karsilik aljinat gibi malzemeler
iceren modern yara Ortiileri ise nemli bir yara ortami olusturur ve yara iyilestirmesini
kolaylagtirmaktadir [33]. Ayrica aljinat ile tiretilen yara ortiileri fizyolojik olarak nemli
ortam1 korumakla birlikte yara bolgesinde bakteriyel enfeksiyonu en aza indirmektedir.
Ticari olarak bazi aljinat yara ortiileri de mevcuttur. Bunlardan bazilar arasinda AlgiSite
MTM (Smith & Nephew), KaltostatTM (ConvaTec), SorbsanTM (UDL Laboratories),
Comfeel PlusTM (Coloplast), TegagenTM (3M Healthcare) ve AlgicellTM (Derma
Sciences) gosterilebilir [27].
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Ek olarak, kiigiik ya da makro boyutlu proteinlere kadar ila¢g molekiilleri, ¢apraz baglama
tiirli ve yontemine bagli olarak kontrollii bir sekilde “aljinat jeller” ile salim yapabilirler.
Ek olarak, aljinat jeller oral yoldan alinabilmeleri ya da viicut igerisine minimal invaziv
olarak enjekte edilebilmeleri sayesinde farmasdtik alanda kapsamli bir gsekilde

kullanilmalarma izin vermektedir.
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Sekil 2.6. Sodyum aljinatin kimyasal yapist [34].

Farkl1 boyut, sekil ve kompozisyonlara sahip aljinat bazli nanomateryaller sentezlenmistir
[35]. Aljinat nanomateryallerinin iiretiminde Ca*? iyonlar1 ile jellestirme, pozitif yiiklii
polimerlerle iyonotropik jellesme, elektrospinleme, termal olarak indiiklenen faz ayrimi
ve mikroakiskan sistemler kullanilmaktadir [36]. Ozellikle son zamanlarda aljinat bazli
mikrobaloncuk ve nanopartikiil {retimlerinde farkli geometrilerde mikroakigkan
sistemler arastirilmakta ve hali hazirda mikroakiskan sistemler ile biyomedikal
uygulamalarda daha kontrollii ve ayarlanabilir boyutta mikrobaloncuklar tiretilmektedir.
Sunulan tez ¢alismasinda deniz yosunundan elde edilen dogal bir biyopolimer olan
aljinat, herhangi bir organik ¢6ziicii igermeden elde edilebilen hizli iyonik indiiklii jel

olusum siireci ve yiiksek biyouyumluluk 6zelliklerinden dolay1 tercih edilmistir.

2.4. Antibakteriyel Polimerler

Patojenik bakteriler giin gectik¢e insan sagligi i¢in tehdit olusturmaktadir. Yaklagik 100
yildir antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin etkili tedavisi sayesinde siklikla
kullanilmaktadir [37]. Bununla beraber geleneksel antibiyotiklere direngli patojenik
bakterilerin evrimi, {liretilen antibiyotiklerin siirekli degismesine ve modifiye edilerek
yeni nesil antibiyotiklerin gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmustur. Diger yandan

antibakteriyel polimerlerin kullanimi, antibakteriyel ajanlarin etkinligini arttirdigi
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bilinmektedir. Antibakteriyel polimerik materyaller patojenik bakterilerin biiyiimesini
engelleyerek ya da hiicre zarin1 yok ederek geleneksel antibakteriyel ajanlarla yarisabilir
antibakteriyel aktivite gostermektedir ve patojenlerle savasmak i¢in umut verici bir
antimikrobiyal strateji sunarak gerek akademide gerekse endiistriyel ¢alismalarda biiyiik

ilgi gérmektedir [38].

Antibakteriyel 6zellige sahip dogal ve sentetik polimerler hidrojel, film ve siinger yapida
birgok biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Tarihsel olarak
biyomedikal uygulamalarina bakildiginda kitosan, polietilenimin gibi katyonik
polimerler antibakteriyel uygulamalarda siklikla kullanilan polimerlerdir. Bununla
beraber, yliksek verimli, biyomimetrik ve ayarlanabilir 6zelliklerde olan akilli sistemler
fazlasiyla ilgi gormektedir. Hatta birden fazla polimerin kombinasyonu ile iiretilen
malzemeler daha fazla arzu edilen 6zelliklere sahip olmaktadir [39]. Bu sayede farkli
polimerlerin  kombinasyonu kullanilarak  polimerik  malzemelerin  6zellikleri
gelistirilmektedir. Ornegin, sentetik polimerik malzemeler ile dogal polimerlerin
kombinasyonu sayesinde yiiksek mekanik Ozelliklere sahip ve ayn1 zamanda
biyouyumlulugu, biyobozunabilirligi ve hidrofilisitesi yiiksek malzemeler elde
edilebilmektedir.

Antibakteriyel polimerler arasinda en yaygin kullanilani kitosandir. Kitosan bilinen
biyouyumluluk ve biyobozunurluk 06zelligi sayesinde farmasdtik alanda siklikla
kullanilan iglevsel dogal biyopolimerlerdendir. Kitosan, Kitinin N-deasetile formundan
olusur, kitindeki asetil grubunun yerini amin grubu almaktadir. Yani N-glikozamin 8 (1-
4) baglanmasi sonucunda olusmaktadir. Asetilasyon islemi %50 ve {lizeri NaOH ile
muamelesi sonrasinda elde edilmektedir. Kitin ve kitosan kopolimer yapilidirlar ve saf
olarak bulunmazlar. Eger N-asetil-glikozamin birimleri %50 {izerinde ise kitin N-
glikozamin birimleri %50’nin iizerindeyse kitosan olarak adlandirilmaktadir. Kitosanda
temel olarak birincil aminlerin varligi sayesinde biyouyumluluk ve biyolojik olarak
parcalanabilir Ozelliklere sahiptir. Bu polisakkarit bu 06zelliklerinin sayesinde
biyomalzemeler alaninda o6zellikle doku miihendisligi i¢cin uygun bir malzemedir.
Kitosanin, 3 boyutlu yap: iskelelerinde hidrojel ve siinger olarak, 2 boyutlu yapi
iskelelerinde film ve lif olarak kullanimi Ozellikle yara iyilesme uygulamalarina
odaklanarak tartisilmaktadir [40]. Diger yandan son 20 yilda yapilan arastirmalarda ilag
tasiyic1 sistemlerde kullanilmaktadir [41]. Sekil 2.7°de kitin ve kitosanin kimyasal

yapilar1 ve farkliliklar1 goriilmektedir.
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Sekil 2.7. Kitin ve Kitosanin kimyasal yapis1 [42].

Diger taraftan polietileniminler (PEI), birincil, ikincil ve {igiinciil amino gruplarini igeren
polikatyonik polimerlerdir. Fonksiyonel kompozitlerin  6zellestirilmesini
kolaylagtirmakla birlikte tekrarlanan yapisal birimlere, genis molekiiler agirlik dagilimina
sahip ve esnek polimerik zincirlere sahip olduklari i¢in degerli bir polikatyonik sinif
olusturmaktadirlar [43]. PEI’nin kimyasal yapis1 Sekil 2.8’de goriilmektedir. Cozliniir
proteinlerin saflagtirilmasini kolaylastirmak icin hiicresel homojenatlardan lipitler ve
niikleik asitler gibi hiicresel atiklar1 topaklastirmak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadirlar
[44]. Ayrica, spesifik olarak firetilebilme, farkli geometri, uzun raf Omrii ve
biyouyumluluk gibi avantajli Ozelliklere sahiplerdir. Bu nedenle, PEI biyotip,
biyoteknoloji ve biyomateryal alanlarinda gen ve ilag tastyici, biyo-inhibitérler, biyo-
ayirma, biyo-goriintiileme, hiicre kiiltiirii gibi bir¢ok arastirmada tercih edilmektedir.
Diger yandan, biyoproseslerdeki enzimatik reaksiyonlar, PEI’nin biyokatalizorler i¢in bir
immobilize edici ajan olarak, ¢Oziiniir bir enzim tasiyicist olarak kullanildigr bagka bir
alan olusturmaktadir. Patentli verilen incelendigi bir ankette, PEI’nin yikama
maddelerinden paketleme malzemelerine kadar ¢ok farkli sistemlerde ortak olarak
kullanildigin1 ve mikrobisidal bilesimlerde de ayrica kullanildigini1 gostermektedir. Fakat,
mikrobisidal aktivite ve bakteriler ile olan etkilesimleriyle ilgili az sayida veri
bulunmaktadir. Ancak yiiksek katyonik yiikler sayesinde yiiksek transfeksiyon aktivitesi
ve yiiksek yiikleme kapasitesine sahiptir [43].
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Sekil 2.8. Polietileniminin kimyasal yapisi.

2.5. Giimiis Nanopartikiiller ve Uretim Yéntemleri
2.5.1. Giimiis Nanopartikiiller

Gimiis nanopartikiiller dogal sitotoksisiteleri sayesinde, antikanser ve antibakteriyel
ajanlar olarak ve biyosensor malzemelere, kompozit fiberlere ve kozmetik iirlinlere dahil
edilebilen saglik alaninda ve biyomiihendislik uygulamalarinda genis ¢apta kullanilan
metalik biyomalzemelerdir. Diger yandan giimiis nanopartikiiller, filmler, yap1 iskeleleri,
hidrojeller ve yara iyilesme Ortiileri gibi biyomalzemelerde antibakteriyel ozelligi
nedeniyle siklikla kullanilmaktadir [45, 46]. Literatiirde giimiis nanopartikiillerin
kullanim1 ve uygulama alanlari ile ilgili gok miktarda yaymn bulunmaktadir. Ornegin,
Shankar ve ark. tarafindan ¢oziicii dokiim yontemi kullanarak aljinat/giimiis nanopartikiil
kompozit filmler {iretilmistir. Calismada, 50-200 nanometre arasindaki giimiis
partikiillerin aljinat polimerine eklenmesi, iiretilen filmin termal kararliligini artirdig:
gozlenmistir. Ayrica, bu filmlerin, E. coli ve L.monocytogenes bakterilerine karsi
antibakteriyel etki gosterdigi goriilmiistiir. Diger yandan bunlarin antimikrobiyal aktivite
derecesinin, kullanilan glimiis nanopartikiil cesidine ve test mikroorganizmalarina dnemli
6l¢iide bagl oldugu gozlenmistir [47]. Shilpa ve ark., boyutlari ortalama 10-20 nanometre
arasinda giimiis nanopartikiill igeren sodyum aljinat ve kitosan kompozit film
iiretmislerdir. Uretilen bu filmlerin, sadece aljinat kullamilarak {iretilen filmlere gére daha
istikrarli oldugu ve gram negatif ve gram pozitif bakterilere kars1 antibakteriyel 6zellik
gosterdigi gozlenmistir. Giimiis nanopartikiil icermeyen aljinat ve kitosan filmlerin ise
antibakteriyel ozellik gostermedigi bildirilmistir [48]. Ying ve ark. aljinat/giimiis
nanopartikiillerin iiretmis ve 50 nanometreden daha kiiciik boyutlarda iiretilen
partikiillerin gram pozitif bakteri suslarina [Staphylococcus aureus (KCTC1928)] ve
gram negatif bakteri suslarma [Escherichia coli O157: H7 (ATCC25922)] kars1 giiglii
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antibakteriyel 6zellik gosterdigini gozlemlemislerdir [49]. Bir diger ¢alismada, Spadaro
ve ark. tarafindan poli (metakrilik asit) (PMA) sulu ¢ozeltisinde glimiis nanopartikiilleri
UV’ye maruz birakilarak iiretilmistir. Uretilen kolloidal ¢ozelti 5 saat boyunca
1sinladiktan sonra 20 nanometreden kiiglik c¢aplara sahip giimilis nanopartikiillerin
olustugu gozlenmistir [50]. Zeljka ve ark. elektrokimyasal ve elektrostatik ekstriizyona
dayal1 bir yontem kullanarak giimiis nanopartikiil (10-30 nm) igeren aljinat hidrojel
mikrobaloncuklar iiretmisler ve bu hidrojel mikrobaloncuklarin Staphylococcus aureus

bakterilerine karsi antibakteriyel etki gosterdigi yapilan testlerde gozlenmistir [51].
2.5.2. Giimiis Nanopartikiillerin Uretim Yéntemleri

Gumiis nanopartikiilleri sentezlemek ve stabilize etmek igin gesitli fiziksel ve kimyasal
yontemler kullanilmaktadir. Literatiirde, kullanilan farkli yontemler ve iiretilen partikiil
¢esit ve boyutlart bulunmaktadir (Tablo 3). Cesitli organik ve inorganik indirgeme
maddeleri kullanarak kimyasal indirgeme, elektrokimyasal teknikler, fizikokimyasal
indirgeme ve radyoliz dahil en popiler kimyasal yaklasimlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bunlarin yanisira, ¢evre dostu olan biyolojik sentez yaklasimlari ile de
giimiis nanopartikiilleri tiretilmektedir. Biyolojik sentez yaklasimlari, ¢evresel toksisite
ile ilgili kimyasal ajanlar1 igeren geleneksel yontemlere gore avantajlart olan karigik
degerlikli polioksometalatlar, polisakkaritler, biyolojik ve 1smmlama y&ntemini
icermektedir [46]. Gilimiis nanopartikiillerin, diisik derisimlerde antibakteriyel
ozelliklerinin partikiil yiizey alanina bagli oldugu ve partikiiliin daha kii¢iik olmasi ylizey
alanmmi artirmakla birlikte daha yiiksek antibakteriyel oOzellige sahip oldugu ve
antimikrobiyal etki gosterdigi gézlenmistir [52]. Bazi ¢alismalarda, glimiis iyonlarinin -
SH protein gruplari ile tepkime gergeklestirdigi ve bu sekilde bakteriyel inaktivasyonda
ciddi rol aldig1 goriilmiistiir [53]. Sonugcta, giimiis nanopartikiiller hizla popiilerlik
kazanmakta ve ¢esitli aragtirma gruplari, bu metal nanopartikiillerin beklenmedik optik
Ozelliklerine dayali1 olarak optik sensorlerin ve goriintiileme etiketlerinin gelistirilmesi
icin alternatif stratejiler kesfetmeye baslamistir. Geleneksel olarak, nanomateryaller, sol
jel islemi, misel, kimyasal ¢okeltme, hidrotermal yontem, piroliz ve kimyasal buhar
biriktirmeyi igeren kimyasal veya fiziksel yontemler kullanilarak sentezlenmektedir. Bu
yontemler sistemsel olarak basittir ve reaksiyon ortami eski haline getirilerek kristalit
boyutu iizerinde kontrol saglanmaktadir. Fakat iiriinlerin kararlilifinda ve bu yontemler
kullanilarak tek dagilimli nano boyuta ulasilmasinda sorunlar vardir [46, 54]. Ek olarak

indirgeme yoOntemi kullanilarak da glimiis nanopartikiilleri olusturulmaktadir. Bu
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yontemde, gecis metallerinin metalik iyonlarin1 azaltmak i¢in etkili bir yol olarak sulu
¢ozeltilerinin radyolizi ger¢eklesir. Bu yontem ile UV 1sinlama altinda solvatli elektronlar
iretilebilir ve tiretilen bu elektronlar, metalik katyonlar1 metalik atomlara indirgemekte
ve asagidaki reaksiyonlarda (Sekil 2.9) goriildiigii gibi aglomeratlar olusturmak igin

birlesmektedir [55].

uv i : :
H,O0——e¢ +HO +H"+H,+O0H" + H,0, + ...
‘4‘5_;'_ n (:l‘t_-m Indirgenme Ag 0
Ag" + Ag” > Ag!

Ag" + AgT — Ag?

Sekil 2.9. Glimiis nanopartikiil tiretim tepkimeleri.
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Tablo 3. Oncii molekiilleri AGNO3 olan AgNP iiretim yontemleri ve 6zellikleri [56].

Metodlar Indirgeyici Sabitleyici Parcacik Etkileyen Ref.
ajanveya veyayiizey morfolojisive  faktorler veya
coziicii aktif boyutu ozellikler

madde

Kimyasal Trisodyum Trisodyum Nanosferler 30- Giimiis iyonu 38

Sentez Sitrat Sitrat 60 nm derigimi
Etilen Glikol  Poli (vinil Nanokiipler ~ Sicaklik, AgNO:; 14

pirolidon) 50-115 nm ve PVP derisimi
(PVP)
NaBH4 Dodekanoik  Nanosferler ~ 7 Yiiksek konsantre 39
asit (DDA) nm gumiis
Etilen Glikol  Poli (vinil Nanosferler 17 £  Isitma hizi, 15
pirolidon) 2nm reaksiyon
(PVP) sicakligi ve
enjeksiyon hizi

Fotokimyas TX-100, UV  TX-100 Nanosferler 30 TX-100 ve Ag 27

al Sentez nm iyonu derisimi
Karboksimet CMCTS Nanokiipler 2—8 pH, CMCTS 28
illenmis nm derigimi
kitosan
(CMCTYS),
uv
Sodyum Sodyum Ag kolloidler Isinlama siiresi, 26
sitrat, 151k sitrat 151k kaynagi
kaynaklar1

Fiziksel Termal Sodyum Nano giimiis tozu  Ayrigsma sicakligt 20

Sentez bozunma oleat 9,5+ 0,7 nm
Elektrik ark ~ Sodyum Nanosferler 14— Ark akimi, yay 41
desarji sitrat 27 nm stiresi

Biyolojik Bacillus sp Bacillus sp Nanosferler 5-15  Aerobik kosullar 32

sentez nm
Lactobcillus  Lactobcillus ~ Nanosferler 6— pH, lactobacillus 33

15,7 nm turleri
Cassia Cassia Nanosferler, pH, sicaklik, Ag 36
angustifolia  angustifolia  ¢ubuk 9-31 nm iyon derisimi
D. carota D. carota Nanosferler, 20 Indirgeyici ajan, 37

nm

emici turler
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2.5.2.1. Kimyasal ve Fotokimyasal Yontem

Kimyasal yontemler (Sekil 2.10), mevcut yontemler arasinda ¢ozelti icerisinde partikiil
hazirlamaya elverisli oldugu i¢in giimiis nanopartikiil hazirlamada siklikla tercih edilen
yontemlerdir [57]. Bu yontemlerde organik ve inorganik indirgeme ajanlar1 kullanilarak
kimyasal indirgeme tepkimeleri gerceklesir. Genel olarak, sulu ya da susuz ¢ozeltilerde
glimiis iyonlarmin (Ag") indirgenmesi i¢in sodyum sitrat, askorbat, sodyum borohidrit
(NaBH.), elementel hidrojen, poliol islemi, Tollens reaktifi, N, N-dimetilformamid
(DMF) ve poli (etilen glikol) -blok kopolimerler gibi farkli indirgeme ajanlar
kullanilmaktadir. Bu ajanlar tarafindan, giimiis iyonlarinin azalmasi ve metalik glimiis
(Ag®) olusumu saglanir ve bunu oligomerik kiimeler halinde aglomerasyon izler ve sonug
olarak metalik kolloidal glimiis parcaciklari olusur. Glimiis nanopartikiil {iretimi sirasinda
partikiillerin stabilize edilebilmesi i¢in koruyucu ajanlar kullanilmasi ve nanopartikiil
ylizeylerinde  absorbe edilebilen ya da  baglanabilen = Nanopartikiillerin,
aglomerasyonlarindan kaginarak korunmasi bu siirecte dnemlidir [46]. Nanopartikiillerin
yiizeyleri ile etkilesimleri i¢in islevsellikleri (tiyoller, asitler alkoller ve aminler) iceren
yilizey aktif maddelerin varlig1 parcacik biiylimesini stabilize edebilir ve pargaciklari
topaklagsmadan ya da yiizey ozelliklerini kaybetmeden koruyabilir. Valizadeh ve ark.
tarafindan poli (vinil alkol), poli (vinilpirolidon), poli (etilen glikol), poli (metakrilikasit)
ve polimetilmetakrilat gibi polimerik bilesiklerin nanopartikiilleri stabilize etmek igin
etkili koruyucu maddeler oldugu bildirilmistir [58]. Yapilan bir ¢alismada, gii¢lii bir
indirgeyici (borohidrit) kullanilarak kiigiik monodispers kolloidlerin sentezi gosterilmistir
fakat burada biiytik boyutlu giimiis nanopartikiil olusumunun kontrol edilmesi zor oldugu
goriilmiistiir. Diger yandan sitrat gibi daha zay1f bir indirgeyici ajan kullanmanin olusacak
nanopartikiillerinin gekil ve boyut dagilimimin kontroliiniin daha kolay oldugu

goriilmiistiir [45, 59].

Cekirdek
biiyliimesi ve
birlesmesi

indirgeme Cekirdeklenme

Sekil 2.10. Kimyasal sentez yontemi.
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Diger bir calismada agregasyonu dnlemek amaciyla polivinilpirolidon (PVP) polimeri ile
birlikte AgNOs etilen glikol ile indirgenerek poliol yontemi ile monodispers glimiis
nanopartikiilleri tiretilmistir [60]. Yapilan bu ¢alismada, etilen glikoliin ¢oziicii ve ayni
zamanda indirgeme ajani olarak kullanildig1 ve olusan nanopartikiillerin boyutu ve sekli
AgNO; ve PVP derisimine bagli olarak degistigi gozlenmistir. Kimyasal yontemlerde
nanopartikiil sentezi, giimiis Onciisii, indirgeme ajanlar1 ve stabilize edici ajanlara
dayanmaktadir [61]. Bundan dolay1, deneysel parametreler kontrol edilerek giimiis
nanopartikiillerin boyut ve sekilleri 6zellestirilebilmektedir. Yapilan bir diger ¢alismada,
Mukherji ve ark. tarafindan giimiis nanopartikiil 6nciileri olarak AgNOs ve indirgeme ve
stabilize edici ajan olarak sodyum borohidriir ve trisodyum sitrat kullanilmigtir. Elde
edilen partikiillerin boyutu deneysel parametreler optimize edilerek kontrol edilmis ve 5-
100 nanometre arasinda pargaciklar elde edilmistir. Ayrica bu c¢aligmada sentezlenen
pargaciklarin boyut ve doza bagl Ozelliklerinin etkisi arastirilmistir. Elde edilen
sonuglardan, kiigiik boyutlu parcaciklarin digerlerine gore daha yiiksek antibakteriyel
etkiye sahip oldugu gozlenmistir [61, 62].
2.5.2.2. Fiziksel Yontem

AgNP sentezi i¢in kullanilmakta olan kimyasal yontemlerin yani sira ¢esitli fiziksel
yontemler de gelistirilmistir. Bu metotlar genellikle buharlasma yogunlagma iglemleri ve
lazer ablasyon teknigini icermektedir. Her iki yaklasimda da toksik madde salgilayan ve
insan sagligi icin ve gevresel olarak tehlikeli kimyasallar kullanilmadan yiiksek saflikta
fazla miktarda glimiis nanopartikiil sentezlenebilmektedir. Fakat bu yontemlerin de
kimyasal yonteme benzer bir sekilde avantajlar1 ve dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bilinen
en yaygin dezavantajlarindan bazilar1 daha fazla enerji harcanmasi, nispeten daha uzun
sentez sliresi ve karmasik ekipman gerektirmesidir. Biitiin bunlardan dolayi ise isletme
maliyetlerini artirmaktadir. Ayrica bunlara ek olarak, aglomerasyon genellikle biiyiik bir
zorluktur ¢linkii bu yontemlerde kapama ajani kullanilmamaktadir. Kapama ajani,
nanopartikiilleri kaplamak i¢in sisteme eklenen yiizey aktif bir cisim ya da polimer
malzemedir. Sentezlenen nanopargaciklar yiiksek yiizey enerjisi icerdigi i¢in kiimelesme
s0z konusu olabilir. Bu aglomerasyonun 6nlenmesi i¢in sentez sirasinda bu malzemenin
kullanilmasma ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun gibi dezavantajlar arastirmacilar
geleneksel yogunlagtirma ve buharlagtirma yontemlerinden ziyade alternatif fiziksel
yontemler gelistirmeye yoneltmistir [45, 61]. Ornek olarak, AgNP’lerin kat1 formda

sentezlenebilmesi i¢in termal ayrisma yontemi kullanilmistir. Bu yontemde Ag ile oleat

23



arasinda yiiksek sicakliktra komplekslesme reaksiyonu sonucundan 10 nm’den daha
kiiciik partikiil boyutuna sahip glimiis nanopartikiilleri tretilmistir [63]. Tien ve ark.
tarafindan gilimiis nanopartikiillerin distile suda sentezi i¢in ylizey aktif madde
kullanmadan ark desarj biriktirme teknigi kullanilarak 10 nm’den kiiglik
nanopargaciklarin tiretildigi gosterilmistir [64]. Diger bir caligmada Kuo ve ark. deneysel
parametrelerin optimize edilmesiyle birlikte AgNP sentezlemek igin elektrik desarjli
isleme sistemi kullanmuislardir [65]. Bu tiir gelistirilmis fiziksel tekniklerin
benimsenmesiyle birlikte AgNP iiretiminde geleneksel fiziksel yontemlerdeki zaman
probleminin ortadan kalkacagi ve saf partikiillerin tek bir iglemde toplu miktarda
retilebilecegi  digiiniilmektedir.  Bununla  birlikte bu  yontemin  siklikla

kullanilmamasinin sebebi yiiksek maliyeti oldugu diistiniilmektedir [56].

2.5.2.3. Biyolojik Sentez

Son c¢alismalarda, bitki 6zleri ya da mikroorganizmalar gibi biyolojik varliklarin
kullanildig1 biyolojik (yesil kimya) metalik nanopartikiil sentez yontemi, Sekil 2.11°de
de gosterildigi gibi diger liretim yontemlerine degerli bir alternatif olarak Onerilmistir
[45]. Biyolojik yontemlerde AgNP'ler, indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak bitkiler
(yosun, maya, mantar ve bakteri gibi) kullanilarak sentezlenir [61]. Mantarlar ve
bakteriler gibi mikroorganizmalarin, metalik iyonlar1 azaltarak toksik malzemelerin
iyilestirilmesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir [66, 67]. Az sayida bakteride
AgNP’lerin hiicre i¢inde sentezlenebilecegi gozlenmis ve hiicre i¢i bilesenlerin hem
indirgeyici hem de stabilize edici ajan olarak islev gordigli gorilmiistir [68].
Partikiillerin yesil sentez ile liretimi daha karmasik kimyasal sentezlerin yerini almak igin
timit verici bir yontemdir. Ciinkii bu yontem ile toksik kimyasallar ve tehlikeli yan {iriinler
bulunmamakta bunlarin yerine partikiillerin stabilizasyonu i¢in dogal kapama ajanlari
icermektedir. Bir ¢alismada Vertisilyum bakterisinde yesil sentez yolu ile AgNP iiretimi
aragtirtlmistir [69, 70]. Bu calismada ana hipotez, glimiis Nanopartikiillerin sulu bir
cozeltide degil bakterinin hiire duvarinin yiizeyinin altinda olugmasiydi. Bakteriler genel
olarak nitrati ana nitrojen kaynagi olarak kullanirlar, burada nitrat, indirgenmis bir
nikotinamid adenin diniikleotid formunun (NADH) indirgeme giiclinden yararlanilarak
nitrat rediiktaz tarafindan nitrite doniistiiriliir. Diger bir bakteri tiirii olan Bacillus
licheniformis bakterisinde, NADH’den salinan elektronlarin Ag* iyonlarmin Ag®a
indirgenmesinin saglandigi ve giimiis nanopartikiil tretildigi gézlenmistir. Li ve ark.

benzer bir NADH aracili mekanizmaya dayali olarak Aspergillus terreus mantarindan
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salgilanan rediiktaz enzimleriyle AgNP sentezlendigini gostermistir [71]. Sentezlenen
parcaciklar 1-20 nm arasinda olup c¢esitli patojenik bakteri ve mantarlara karsi
antimikrobiyal etki gostermistir. Bagka bir 6rnekte, bir glimiis madeninden izole edilen
Pseudomonas stuzeri, sulu AgNOs'te AgNP sentezi igin kullanilmigtir. Sentezlenen
AgNP'lerin, bakterinin periplazmik alani i¢inde iyi tanimlanmig bir boyut ve farkli bir

morfoloji sergilemistir [72].

Ag* O

NADH-Bagimli nitrat rediiktaz

Sekil 2.11. Biyolojik sentez mekanizmasi.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Malzemeler ve Kimyasallar

Kimyasal

Marka

Sodyum Aljinat (Alg)

Polietilenimin, dallanmis (PEI) Molekiiler Agirhig:
2000
L-Askorbik Asit, %99

Trisodyum Sitrat
Kalsiyum Kloriir > %93

Glimiis Nitrat

Poli (vinil alkol) Molekiil Agirligi 89,000-98,000
hidrolize (%99)
FBS

Dimetil siilfoksit (DMSO)

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
Fibroblast hiicre hatt1 - L929 (Fare)
L-glutamin

Penisilin-streptomisin

Kiiltiir Kab1

Fosfatli Tuz Tamponu (PBS)

MTT

Steril fosfat tamponu

Canly/Olii Canlilik/Sitotoksisite Kiti

Mueller-Hinton agar

Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)

Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)
Sigma Aldrich (Almanya)

Biochrom (ABD)

Sigma Aldrich (Almanya)
Cegrogen (Almanya)
ATCC (ABD)

Cegrogen (Almanya)
Cegrogen (Almanya)
Greiner (Almanya)

Gibco (ABD)

Sigma Aldrich (Almanya)
Biochrom (Almanya)
Invitrogen (ABD)

Merck (Almanya)
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3.2.Yontem

3.2.1. Polimer Cozeltisinin Hazirlanmasi, Viskozite ve Yiizey Gerilimlerinin

Analizi

Mikrobaloncuk {iretimi ig¢in aljinat, PVA ve PEI c¢ozeltileri distile su igerisinde
hazirlanmistir. Mikrobaloncuk hazirlamak igin %0.1 (w/v) PVA ¢ozeltisine %0.5, 1 ve
1.5 (w/v) aljinat eklenerek farkli derisimlerde Alg/PVA ¢ozeltileri hazirlanmistir [73].
Daha sonra hazirlanan Alg-PVA ¢ozeltisine farkli derisimlerde (%0,1, 1 ve 5 w/v) PEI
eklenmistir. Mikrobaloncuk tiretiminde kullanilan farkli derisimlerde hazirlanan polimer
¢ozeltileri derisim oranlar1 ile Tablo 4’te sunulmustur. Elde edilen formiilasyonlar
kullanilmadan 6nce 2 saat manyetik karistiricida karistirildiktan sonra ultrasonik banyoda
15 dakika sonike edilerek hava kabarciklarindan arindirilmistir. Mikrobaloncuk
tretiminde kullanilmak {izere hazirlanan tiim polimer gruplart ~45-50 °C’de sabit

sicaklikta hazirlanarak mikrobaloncuk iiretimi gerceklestirilmistir.

Tablo 4. Mikrobaloncuk iiretiminde kullanilan polimer kompozisyonu.

Polimer Cozeltisi (% w/v)

G Ornek

o Ornek Grubu Alg | PVA | PEI AgNP
1 |Alg-PVA 1 0.1 - i
2 | Alg-PVA-PEI0.1 1 0.1 0.1 i

3 | Alg-PVA-PEIL 1 0.1 1 i

4 | Alg-PVA-PEI0.T/AGNPO.05 | 1 0.1 0.1 0.05
5 | Alg-PVA-PEIO./AGNPO.L | 1 0.1 0.1 0.1
6 | Alg-PVA-PEI/AGNPO.0O5 | 1 0.1 1 0.05
7 | Alg-PVA/AgNPO0.05 1 0.1 - 0.05

Farkli oranlarda hazirlanmis 6rnek gruplarinin ytizey gerilim degerleri gonyometre cihazi
(Attension Theta Topography) ile belirlenmistir. Hazirlanan ¢ozelti gruplar1 gonyometre
yardimiyla pendant damla yontemi kullanilarak ol¢iilmiistiir (n=3). Cozelti gruplarinin
viskozite degerleri ise reometre cihazi (Malvern Kinexus Pro+) kullanilarak 1-100 s*

kayma gerilimi altinda Sl¢iilmiistiir (n=3).
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3.2.2. Giimiis Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Glimiis nanopartikiil tiretimi i¢in baglangic materyali olarak glimiis nitrat (AgNOs)
kullanilmis olup, indirgeyici ve stabilize edici madde olarak trisodyum sitrat (CsHsO-Nas)
ve siirfaktan olarak ise askorbik asit (CsHsOs) kullanilmisgtir [74]. Cozelti derisimi ve
sicakligmin  giimiis nanopartikiil iiretimi {izerine etkisi agisindan parametre
degerlendirmeleri yapilmistir. Elde edilen veriler 1s1g8inda, reaksiyon sicakligr 60 °C
olarak belirlenmistir. 80 mL AgNQOs, 20 mL trisodyum sitrat ve askorbik asit iceren
cozeltiye damla damla eklenerek giimiis nanopartikiil iiretimi gergeklestirilmistir.
Nanopartikiil iiretimi sirasinda karistirma hizi 1000 rpm olarak sabit tutulmustur [75]. 20
dakika, 60 °C'de karistirildiktan sonra 1sitma islemi durdurulup oda sicakligina gelene
kadar karistirma islemine devam edilmistir. Oda sicakligina gelen ¢6zelti formundaki
glimiis nanopartikiiller, 4°C'de 20 dakika santrifiij yontemi ile c¢oktiiriilmistiir.
Coktiiriilen giimiis nanopartikiillerin hidrodinamik ¢ap1 ve zeta potansiyel-yiizey yiikii
Olctimleri yapilmistir. Diger yandan iiretilen glimiis nanopartikiillerin yilizey morfolojisi
kontrolii ve boyut dl¢iimleri i¢cin STEM dedektorleri igeren cihaz (GAIA3 FIB-SEM)
kullanilmistir. Daha sonra stabil olarak elde edilen giimiis nanopartikiiller (AgNP)
liyolifizatérde kurutma isleminden sonra kuru formda agirlikca farkli derisimlerde
(960.05 ve 0.1 w/v) Alg/PVA//PEI polimer ¢ozeltisine eklenerek mikroakigkan sistem ile
gozenekli antimikrobiyal {i¢ boyutlu-gézenekli mikrobaloncuk yapilarin iiretiminde

kullanilmistir.
3.2.3. T-Baglantih Mikroakiskan Sistem ile Mikrobaloncuk Yapilarin Uretimi

T baglantili (T-junction) mikroakiskan diizenegi polidimetilsiloksan (PDMS) blok
icerisinde iki giris noktasi ve bir ¢ikis noktasi Teflon FEP (florlanmis etilen polipropilen)
kilcal boru yerlestirilerek hazirlanmistir. Kullanilan Teflon FEP kilcal borularin i¢ ¢ap1
200 pum’dir. Giris baglantilarin birinden kararli bir gaz (argon) yardimiyla basing
olusturulmus, es zamanli olarak diger giris baglantisindan ise polimer ¢ozeltisi beslenerek
T-baglant1 noktasinda mikrobaloncuklarin olugsmasi saglanmistir. Sistem diizeneginde
polimer ¢ozeltisi siringa pompasi yardimiyla sisteme beslenmistir [5, 76]. Mikroakiskan
sistem igerisinde kullanilan gaz basinci, polimer ¢ozelti derisimi ve polimer ¢ozeltisinin
akis hiz1 degistirilerek sistem optimize edilerek stabil mikrobaloncuklarin iiretimi
saglanmistir [77]. Polimer akis hiz1 150, 200 ve 250 pL/dk parametreleri kullanilarak
optimize edilmis ve 200 pL/dk akis hizinda ve gaz basinci 9 L/dk olarak optimize edilerek
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mikrobaloncuk iiretimine devam edilmistir. Polimer ¢ozeltisi igerigi farkli derisim
parametrelerinde ¢alisilmis olup, sirastyla %0.1 PVA, %1 Alg, %0.1 ve %1 PEI, %0.05
ve 0.1 AgNP kullanilmistir. Uretilen mikrobaloncuk yapilar1 0.5, 1 ve 1.5 M CaCl;
coOzeltisi igerisinde toplanarak capraz baglayici derisimi optimize edilmistir ve 1.5 M
CaCl, capraz baglayict derisiminde stabil olarak capraz baglanmanin saglandigi
belirlenmistir. Capraz baglama isleminden sonra ornekler distile su ve PBS ile seri

yikama islemine tabi tutularak fazla CaCl, yapidan uzaklastirilmistir.
3.2.4. Mikrobaloncuklarin Karakterizasyonu

3.2.4.1. Mikrobaloncuk Yapilarin Por Caplarinin Analizi

Elde edilen mikrobaloncuk yapilar, 1000x dijital mikroskop yardimiyla morfolojik olarak
incelenerek cap biiyiikliikleri ve dagilimlart degerlendirilmistir (n=4). ImageJ programi

kullanilarak cap biiytiikliikleri kiyaslanmistir (n=100).

3.2.4.2. Mikrobaloncuk Yapilarm Su Tutma Kapasitesi

Farkli derisimlerde Alg, PVA, PEI ve AgNP ile hazirlanmis polimerik cozeltiler ile
iiretilen mikrobaloncuklar 50 mL falkonda 10 mL distile su igerisinde 37°C su
banyosunda 24 saat inkiibe edilerek tartilmis (W1) ve daha sonra liyofilize edilerek
kurutulduktan sonra tekrar tartilmistir (Wo) ve mikrobaloncuklarin ylizde su tutma

kapasiteleri asagidaki esitlik (Esitlik 3) ile hesaplanmistir (n=4).

% su tutma kapasitesi = Wl_fvo X 100 Esitlik 3

w

3.2.4.3. Mikrobaloncuk  Yapilarin  Hidrolitik Bozunma  Profillerinin

Belirlenmesi

Mikrobaloncuk yapilarin hidrolitik (saf su) bozunma davranislari i¢in esit biiytikliikte (1-
2 cm c¢apinda) hazirlanan ornekler kurutularak tartilmistir (Wo). Daha sonra tartilan
ornekler 2mL saf su igerisinde 37°C’de su banyosunda farkli zaman araliklarinda inkiibe
edilerek tekrar liyofilizatorde kurutulduktan sonra kuru agirliklart (W1) 6l¢iiliip bozunma

profilleri agagidaki esitlik (Esitlik 4) ile belirlenmistir (n=3).

wo-w1i

% kiitle kayb1 = 7o

X 100 Esitlik 4
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3.2.4.4. Mikrobaloncuk Yapilarin Giimiis Salim Profillerinin Analizi

Salim ¢alismalart i¢in esit biiylikliikte (1-2 cm ¢apinda) ve agirlikta hazirlanan 6rnekler,
kurutularak tartildiktan sonra (her 6rnek 5 mg) 15 mL’lik falkon tiipler igerisine
yerlestirilerek 5 mL PBS ortaminda 37°C su banyosunda inkiibe edilmistir. Belirlenen
zaman araliklarinda (1, 2, 3, 6, 9, 12, 24, 48, 72, 120, 168 saat) alinan ¢ozeltiler indiiktif
eslesmis plazma-kiitle spektrometresi (Agilent Technologies-7800 ICP-MS) ile analiz
edilmistir (n=9).

3.2.5. AgNP iceren Mikrobaloncuk Yapilarin Sitotoksisite Testleri

Gelistirilen ti¢ boyutlu-gézenekli mikrobaloncuk yapilarin sitotoksisiteleri fibroblast
hiicreleri (L-929) kullanilarak hiicre canliligi indirekt MTT yapilarak belirlenmistir [10].
L-929 hiicreleri laboratuvarimiz hiicre stogunda bulunmakta olup kiiltiirleri rutin olarak
laboratuvarimizda kullanilan yontem ile yapilmistir. Hiicreler sivi azot tankindan
cikarilarak ¢ozdiirilmiis ve kiltiirleri bilesiminde %10 FBS (Biochrom, ABD), %1 L-
glutamin (Cegrogen, Almanya) ve %0,1 Penisilin-streptomisin (Cegrogen, Almanya)
iceren yiiksek seker igerigine sahip DMEM (Cegrogen, Almanya) kullanilarak
yapilmistir. Hiicre kiiltiirii kabinin yiizeyini %80 oraninda kapladigi goriilen hiicreler

tripsinizasyon islemi ile kaldirilip sayilmis ve deneylerde kullanilmistir.

Diger taraftan ii¢ boyutlu-gézenekli mikrobaloncuk yapilar fosfatli tuz tamponu (PBS,
Gibco, ABD) ile yikanmis ve laminar akisli kabinde 45 dak. boyunca ultraviyole 1s18a
(UV) maruz birakilarak steril edilmistir. Sterilizasyonu takiben ekstrakt hazirlanmasi igin
6 cm?mL referans degeri kullanilarak 6rnek grubu basma kullanilacak kiiltiir ortami
hesaplanmis ve 6rneklerin tizerine hesaplanan miktarda hiicre biiyiitme ortami konularak
72 saat standart hiicre kiiltiirii kosullarinda (37 °C, %5 COy) inkiibe edilmistir (n=3). Bu
isleme paralel olarak L-929 hiicreleri goz basma 1.10* hiicre olacak sekilde kiiltiir kabina
(Greiner, Almanya) ekilerek 24 saat inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra hiicrelerin
tizerindeki ortam 6rnek gruplar tizerinden elde edilen ekstrakt degistirilmis ve hiicrelerin
24 saat boyunca ekstraktlar ile muamelesi saglanmistir (n=6). Pozitif kontrol grubu olarak
%10 DMSO igeren hiicre biiylitme ortami1 ve negatif kontrol olarak normal hiicre biiyiitme
ortami kullanilmistir. 24 saat inkiibasyondan sonra MTT analizi yapilarak % hiicre
canlilig: tespit edilmistir. Bu amagla hiicrelerin iizerindeki besi ortami uzaklastirilarak

bilesimde %10 oraninda MTT (5 mg/mL, Sigma-Aldrich) soliisyonu bulunan serumsuz
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besi ortam1 eklenmis ve 4 saat boyunca standart hiicre kiiltiir kosullarinda inkiibe
edilmistir. 4 saat sonra olusan formazan kristalleri DMSO kullanilarak ¢ézdiiriilmiistiir

ve 570 ile 690 nm’de absorbans 6l¢iimil yapilarak % hiicre canliligi hesaplanmistir.

MTT ile hiicre canliliginin test edildigi calisma n=6 tekrarli yapilmis ve sonuglar
ortalamatstandart sapma olarak raporlanmistir. Elde edilen hiicre canliligi verilerinin
istatiksel anlamliligi GraphPad Prism (6.01 versiyon) kullanilarak tek yonlii ANOVA
testi ile belirlemis olup, gruplarin ¢oklu karsilastirilmasi igin Bonferroni Coklu
Kiyaslama testi kullanilmistir. p<0.05 olan sonuglar istatiksel olarak anlamli kabul

edilmistir.

3.2.6. Mikrobaloncuk Yapilarin Hiicre Morfolojisi ve Canlhihgi Uzerine EtKisi

Alg-PVA-PEI/AgNP mikrobaloncuk yapilarin {izerinde kiiltiire edilen L-929 hiicrelerinin
morfolojilerinin ve canliliklarinin test edilmesi hedeflenmistir. Bu amagla L.-929 hiicreleri
uygun saytya getirildikten sonra hiicre kiiltiir kabinin yiizeyinden tripsinizasyon ile
kaldirilmis ve daha 6nce verilen yontem ile sterilizasyonu yapilan doku iskelelerine 3x10*
hiicre/doku iskelesi olacak sekilde hiicreler ekilmis ve farkli zaman dilimlerinde (24. ve
72. saatlerde) hiicre morfolojisi ve canliligit LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit
(Invitrogen, ABD) kullanilarak tespit edilmistir. Kit, {ireticinin direktifleri uygulanarak
kullanilmistir. Ozetle, 24 ve 72 saat sonunda 6rnekler iizerindeki besi ortami, bilesiminde
4 uM Calcein AM (canli hiicrelerin yesil boyamaktadir) ve 2 uM Etidyum homodimer-1
(6l hiicreleri kirmiz1 boyamaktadir) bulunan c¢aligma soliisyonu ile degistirilmis ve 37
°C de karanlikta 45 dak. inkiibe edilmistir [78]. Inkiibasyondan sonra hiicre kiiltiir kabinin
yilizeyinde bulunan hiicrelerden floresans mikroskop altinda goriintiiler alinarak hiicre

canlilig1 analiz edilmistir.
3.2.7. AgNP Iceren Mikrobaloncuk Yapilarin Antibakteriyel Etkisi

Uc boyutlu-gdzenekli aljinat mikrobaloncuk yapilarin antibakteriyel etkinliklerin
belirlenmesi i¢in giimiis salim profilleri de goz 6nilinde bulundurularak antibakteriyel disk
difiizyon testi uygulanmistir. Disk difiizyon yara bolgelerinde siklikla karsilasilan gram
pozitif (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA),
Staphylococcus aureus (S. aureus-ATCC 29213)) ve gram negatif (Escherichia coli (E.
coli-ATCC 25922)) bakteri tiirlerine karsi gerceklestirilmistir. 1x108 CFU (colony
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forming unit), 0.5 mac farland bulaniklik degerinde hazirlanan bakteri derisimi
kullanilmistir. Esit biiyiikliikte 6 mm capinda hazirlanan goézenekli mikrobaloncuk
ornekler 1x10® CFU derisiminde bakteri iceren agar plakalarina yerlestirilerck 24 saat
sonunda bakteriyel tiremenin gelistigi/gelismedigi inhibisyon zon (bdlge) ¢aplar1 cetvel
yardimiyla Olciilerek skorlama yapilmistir. Kontrol grubu olarak PEI ve AgNP sulu
cozeltileri kullanilmistir. Diger yandan, Alg-PVA, Alg-PVA-PEI, Alg-PVA/AgNP, Alg-
PVA-PEI/AgNP 6rnek gruplarini olusturmustur. Deney sonunda elde edilen inhibisyon
zon (bolge) c¢aplarnt  kontrol grubuna gore kiyaslanarak istatistiksel —analizi

gerceklestirilmistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

Sunulan tez caligmasinda yiliksek su tutma kapasitesine sahip gozenekli yapida ve
antibakteriyel etkili 3B boyutlu gozenekli mikrobaloncuk yapilarin iiretilmesi
amaglanmistir. Bu amag¢ giimiis nanopartikiiller sentezlenerek farkli derisimlerde Alg-
PVA-PEI ¢ozeltilerine eklenmis ve T-baglantili mikroakiskan sistem ile 3B boyutlu
gozenekli mikrobaloncuk yapilar iiretilmistir. Mikrobaloncuklarin iiretim detaylar1 ve
ozellikleri, glimiis nanopartikiillerin salim profilleri ve antibakteriyel etkileri,
mikrobaloncuk yapilarin fibroblast hiicre canliligina etkileri incelenerek sonuglar asagida

verilmistir.
4.1. Giimiis Nanopartikiillerin Ozellikleri

Glimiis nanopartikiiller literatlirden bilinen antibakteriyel o6zelligi sayesinde
mikrobaloncuk iretiminde kullanilmigtir. Gilimiis nanopartikiiller, Suriati ve ark.
tarafindan kullanilan yontem ile iretilmistir [74]. Baslangic materyali olarak giimiis
nitrat, indirgeyici ve stabilize edici ajanlar olarak trisodyum sitrat ve askorbik asit
kullanilmistir. Uretilen giimiis nanopartikiillerin boyut ve zeta potansiyel dlgiimleri
Malvern Zetasizer cihazi ile ve boyut 6l¢iim analizleri STEM dedektorii iceren cihaz
kullanilarak yapilmistir. Sentezlenen giimiis nanopartikiillerin ortalama boyutu 25 nm ve
PDI degeri ise 0,112 oldugu gozlenmistir (Sekil 4.1). Giimiis nanopartikiiller ortalama
olarak -21,7 mV zeta potansiyel degerine ve 9,12 mV zeta sapmasina sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.2). STEM dedektorii iceren cihaz ile yapilan 6l¢iim sonucunda
tiretilen glimiis nanopartikiillerin kiiresel morfolojide sahip oldugu belirlenmistir (Sekil
4.3). Suriati ve ark. yaptigi calismada kullanilan yontem ile dretilen giimiis
nanopartikiillerin ortalama olarak 37,24 nanometre boyutunda ve kiiresel olduklari
bildirilmistir [74]. Referans ¢alismada 4mM trisodyum sitrat kullanilmasiyla ortalama
38,53 nm ve 8mM trisodyum sitrat kullanilmasiyla 36,32 nm boyutunda giimiis
nanopartikiil tretildigi gortlmistiir. Trisodyum sitrat derisimi artirildiginda partikiil
boyutunun kiigiildiigii tespit edilmistir. Benzer baska bir ¢alismada ise AgNP iiretimi i¢in
kullanilan ¢ozeltideki trisodyum sitrat derisiminin 4mM kullanilmasiyla 20-65 nm
aralifinda, bu derisimin 8mM’a ¢ikarilmasiyla birlikte iiretilen AgNP partikiil boyut
dagiliminin 20-50 nm araliginda oldugu gorilmistiir [74]. Diger yandan, sirasiyla

askorbik asit derisiminin  ImM’dan 4mM’a g¢ikarilmasiyla giimiis nanopartikiil
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boyutlarinin 37,24 nm’den 47,28 nm’ye ¢iktig1 belirtilmistir. Giimiis nanopartikiil
tiretiminde optimum olarak maksimum trisodyum sitrat derisiminin 8mM ve minimum
askorbik asit derimisimi 1mM olarak kullanilmistir. Ayrica, literatiirde yara Ortiisii ya da
bazi doku iskelelerinde kullanilan giimiis nanopartikiiller (5-100 nm) ile benzer

boyutlarda oldugu gozlenmistir [49, 62, 74, 79, 80].

16.................:...............:................: ............... .................:
- : : : Ortalama Boyut: 25.63 (nm) :
14...-.-...........:.......-------.I-....-..........:..........-----:--.-....--.....-'
- : : . PDI: 0.112 . :
12 ................ : ............... : ................ : ............... : ................ :

10T - - ............... ................ ............... ................

Yogunluk (%)
(o]

0.1 1 10 100 1000 10000
Boyut (d.nm)

Sekil 4.1. Giimiis nanopartikiil boyut dagilim grafigi.

Literatiirde Shani ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, Enicostemma axillare yapragi
kullanilarak yesil sentez ile glimilis nanopartikiil iiretimi yapilmistir. Sonuglar
incelendiginde iiretilen partikiiller ortalama olarak 15-20 nanometre boyuta ve -24,6 mV
Zeta potansiyele (5,49 zeta sapmasi ile) sahip oldugu goriilmiistiir [81]. Ayrica, Song ve
ark. yaptiklar1 c¢alismada, Ozellikle yara iyilegsmesinde kullanilmak {izere giimiis
nanopartikiil iceren aljinat bazli siingerler iiretilmistir. Uretilen giimiis nanopartikiiller 3-
15 nm araliginda ve -52,5mV zeta potansiyel degere sahiptir [79]. Sonug olarak bu tez
kapsaminda iiretilen ve karakterize edilen glimiis nanopartikiillerin 6zelliklerinin literatiir

verileri ile uyumlu oldugu ve antibakteriyel etki i¢in kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.2. Gimiis nanopartikiillerin zeta potansiyel grafigi.

By

Sekil 4.3 Giimiis nanopartikiillerin STEM goriintiileri. a) Gilimiis nanopartikiillerin
mikroskop goriintiisii, b) Glimiis nanopartikiillerin boyut 6l¢timleri.
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4.2. Mikrobaloncuk Uretiminde Kullanilan Polimer Cozeltilerin Ozellikleri

T-baglantili mikroakiskan sistemde mikrobaloncuk tretimi i¢in farkli derisimlerde
polimer c¢ozeltileri (Tablo 5) hazirlanarak viskozite ve ylizey gerilim degerleri
belirlenmistir. Alg-PVA ¢ozeltilerinde, PVA derisimi %0,1°de sabit tutularak Alg
derisimi %0,5, %1 ve %1,5 (w/v) olarak kullanilmistir. %0,1 PVA ve %0,5 Alg iceren
polimer ¢ozeltisinin Vviskozitesi 6.5 mPa's, yilizey gerilimi ise 55.3 mN/m olarak
bulunmustur. %1 Alg iceren polimer ¢ozeltisi 18.2 mPa-s viskozite ve 54.6 mN/m yiizey
gerilim degerine sahipken %1,5 Alg igeren ¢ozeltinin viskozitesi 28.4 mPa-s ve yiizey
gerilimi 54.2 mN/m olarak 6l¢iilmiistiir. Diger yandan %0,1 PVA, %1 Alg ve sirasiyla
%0,1, %1 ve %5 PEI eklenmesiyle birlikte polimer ¢6zeltilerinin viskoziteleri sirasiyla
14.9, 17.5 ve 16.7 mPa's ve ylizey gerilimleri ise 53.9, 54.3 ve 54.5 mN/m olarak
hesaplanmistir. %0,1 PVA, %1 Alg ve %0,05 AgNP igeren ¢ozeltinin viskozite degeri
14.4 mPa-s, ylizey gerilimi ise 54.4 mN/m bulunmustur. Ayrica, %0,1 PVA, %1 Alg ve
strasiyla %0,05 ve %0,1 AgNP iceren polimer ¢ozeltilerinin viskozite degerleri 15.0 ve
14.9 mPa-s ve yiizey gerilimleri 54.3 ve 54.8 mN/m olarak hesaplanmistir. %0,1 PVA,
%1 Alg ve %1 PEI igeren ¢ozeltilere sirasiyla %0,05 ve %0,1 AgNP eklenmesiyle elde
edilen polimer ¢ozeltilerinin viskozite degerleri 14.7 ve 14.0 mPa-s ve ylizey gerilimleri
54.8 ve 54.4 mN/m olarak hesaplanmistir. Polimer ¢ozeltilerinin viskozite ve ylizey

gerilim degerlerinin mikrobaloncuk tiretimi iizerine etkileri ileri boliimlerde tartisiimastir.
4.3. Mikroakiskan Sistem ile Mikrobaloncuk Yapilarin Uretimi

Mikrobaloncuk iiretimi i¢in T baglantili sistem (Sekil 4.4) iist kanalindan argon ile
beslenmistir. Buna dik olan kanaldan ise Tablo 5’teki polimer ¢ozeltileri 45-50 °C’ye
1sitilarak mikrobaloncuk iiretmek iizere siringaya alindiktan sonra polimer ¢ozeltisi belirli
bir akis hizinda T-baglantili sisteme verilmistir. Sistemin ortasinda T-baglant1 noktasinda
polimer ve gaz etkilesimi ile i¢i hava dolu mikrobaloncuk tiretim denemeleri yapilmistir.
Mikrobaloncuk tiretiminde polimer derisimi, akis hizi ve gaz basinci mikrobaloncuk
olusumunu etkileyen parametrelerdir [14, 17]. Calismamizda mikrobaloncuk tiretiminde
farkli polimer akis hizlar1 denenmis olup (150, 200 ve 250 uL/dk) 200 uL/dk hizinda
iretim yapilmistir. Diger yandan sisteme verilen inert gazin hizi ise 9 L/dk olarak

optimize edilmistir.
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Tablo 5. Mikrobaloncuk iiretiminde kullanilan polimer ¢ozeltilerinin dzellikleri.

Polimer Cozeltisi (%, w/v ..
¢ ( M) - . Yiizey Mikro

v Viskozite o

No Ornek P Gerilimi | Baloncuk
Alg | PVA | PEI | AgNP | (MPas) | | Gretimi
Aljinat-Poli (vinil alkol)

Alg-PVA 05| 0.1 - - 6.5 55.3 -

Alg-PVA 1 0.1 - - 18.2 54.6 v

Alg-PVA 15| 0.1 - - 28.4 54.2 -

Aljinat-Poli (vinil alkol)-Polietilenimin
4 Alg-PVA-PEIO.1 1 0.1 | 0.1 - 14.9 53.9 v
5 Alg-PVA-PEI1 1 0.1 1 - 17.5 54.3 v
6 Alg-PVA-PEI5 1 0.1 5 - 16.7 54.5 -
Aljinat-Poli (vinil alkol) /GUmus Nanopartikl
7 |AlgPva/AgNPo.0os| 1 | 01 | - [ 005 | 144 | 544 v
Aljinat-Poli (vinil Alkol)-Polietilenimin/Giimls Nanopartikul

Alg-PVA- Y
8 PEI0.1/AgNPO.05 1 0.1 |01 0.05 15.0 54.3

Alg-PVA- Y
9 PEI0.1/AgNPO.1 1 0.1 |01 0.1 14.9 54.8

Alg-PVA- NV
10 PEI1/AgNPO.05 1 0.1 1 0.05 14.7 54.8

Alg-PVA- -
11 PEI1/AgNPO.1 1 0.1 1 0.1 14.0 54.4

Tablo 5’te verilen Alg-PVA (%0,5 Alg ve %0,1 PVA), Alg-PVA-PEIO.1, Alg-PVA-
PEI1, Alg-PVA/AgNPO0.05, Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.05, Alg-PVA-PEIO.1/AgNPO0.1 ve
Alg-PVA-PEI1/AgNPO0.05 polimer ¢ozeltileri kullanilarak mikrobaloncuk iiretimi
gerceklestirilmistir. Ancak Alg-PVA (%0,5 Alg ve %0,1 PVA) igeren ¢ozeltinin

viskozitesi degerlerinin diisiik olmasi nedeniyle (6.5 mPa-s) mikrobaloncuk olusumu

gbzlenmemis olup olusan baloncuklarin kanal disarisina ¢iktiginda patladigi ve yapiyi

koruyamadig1 gozlenmistir.
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Sekil 4.4. T-Baglantili mikroakiskan sistem ile mikrobaloncuk iiretim diizeneginin
sematik gosterimi.

Diger taraftan Alg-PVA (%]1,5 Alg ve %0,1 PVA) ¢o6zeltisi kullanilarak mikrobaloncuk
iiretimi denemesinde ise polimer ¢ozeltisinin viskozitesi (28.4 mPa-s) yiiksek oldugundan
dolayr 200 pum i¢ capa sahip mikroakiskan sistemin kanali tikanmis olup iiretim
yapilamamustir. Literatiirde Elsayed ve ark. yaptig1 ¢alismada, %1 aljinat ve %0.25 (wt)
polietilenglikol-40-stearat (PEG-40S) kullanarak T-baglantili sistem ile mikrobaloncuk
tiretimi gergeklestirilmistir [14]. Polimer ¢ozeltisinin viskozite degeri 18.6 mPa-s ve 38.9
mN/m yiizey gerilimi degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Yine Elsayed ve ark. yapmis
oldugu baska calismada, %0,70 (wt) Aljinat ve %0,25 (wt) PEG-40S polimer ¢ozeltisi ile
mikrobaloncuk iiretimi yapilmis olup bu ¢dzeltinin viskozite degeri 19.2 mPa-s ve yiizey

gerilimi ise 47.4 mN/m olarak hesaplanmistir [17].

Bunlara ek olarak Alg-PVA-PEI5 (%1 Alg, %0,1 PVA ve %5 PEI) ¢ozeltisi ile
tiretiminde ise viskozite ve ylizey gerilim degerleri iiretim yapilabilir aralikta olmasinda
ragmen ¢oOzeltinin yiiksek miktarda (%5) PEI igerdiginden dolayr (iiretilen
mikrobaloncuklar ¢capraz baglanamamis ve homojen dagilima sahip mikrobaloncuk elde
edilememistir. Benzer sekilde Alg-PVA-PEIL/AgNPO.1 (%1 Alg, %0,1 PVA, %1 PEI
ve %0,1 AgNP) cozeltisi kullanilarak mikrobaloncuk {iretimi denemelerinde yiiksek
miktarda (%1) PEI ve (9%0,1) AgNP etkilesiminden dolay1 yine olusan mikrobaloncuklar

stabil bir ¢apraz baglanma olmamasindan dolayi iiretim gergeklestirilememistir.
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4.4. Mikrobaloncuk Yapilarin Boyut Dagilimlari ve Morfolojileri

Mikrobaloncuklarin boyut dagilimlart ve morfolojileri Sekil 4.5-Sekil 4.11°de ve
ortalama por ¢aplar1 Tablo 6’da sunulmustur. T-baglantili mikroakiskan sistemde farkli
polimer ¢ozeltileri kullanilarak iiretilen mikrobaloncuklarin boyutlar1 kullanilan polimer
cozeltilerinde PEI ve AgNP oranina bagli olarak farkliliklar géstermistir. Tablo 6’da
goriildiigii gibi Alg-PVA polimer ¢ozeltisi ile iiretilen mikrobaloncuklarin por gapi
ortalama 173.8+16 pm olarak bulunmustur. Diger yandan sirastyla Alg-PVA-PEI0.1 ve
Alg-PVA-PEI1 ¢ozeltilerinin por ¢aplari 124.7+9 ve 151.6+10 pm’dir. Bu ¢ozeltilere
AgNP eklenerek iiretilen mikrobaloncuklarin por ¢aplari ise sirasiyla, Alg-PVA-
PEI0.1/AgNP0.05, Alg-PVA-PEIO.1/AgNP0.1, Alg-PVA-PEI1/AgNP0.05 ve Alg-
PVA/AgNPO0.05i¢in 97.3+11, 133.1£14, 89.2+14 ve 113.34£12 pum olarak hesaplanmustir.
Yapilan dl¢timlerde n=3 olacak sekilde 3 farkli 6rnegin cam yiizeyde ¢apraz baglanarak
tiretilen mikrobaloncuklarin 151k mikroskobu goriintiisii alindiktan sonra ImageJ programi
kullanilarak her 6rnek i¢in 30 farkli mikrobaloncugun por ¢ap1 dlgiilmiis ve ortalama
degerleri alinmigtir. Sonug olarak iiretilen mikrobaloncuk yapilarin por ¢aplarinin PEI ve
AgNP varliginda azaldig1 goriilmiistiir. Ancak PEI derisiminin %0.1 (w/v)’den 1 ve
AgNP derigsiminin % 0.05 (w/v)’den %]1’e artmasiyla por ¢aplarmin arttigi ancak Alg-
PVA’nin por ¢ap degerinin altinda oldugu goriilmiistiir. Literatiirde yapilan bir ¢alismada
aljinat kullanilarak tiretilen mikrobaloncuklarin ortalama 70-150 um por ¢apina sahip
oldugu belirtilmistir [14]. Diger bir c¢alismada ise Ahmad ve ark. T-baglantili
mikroakigkan sistemde aljinat kullanarak tirettigi mikrobaloncuklarin ortalama 154 um
capinda oldugunu belirtmistir [82]. Bir bagka ¢alismada firetilen mikrobaloncuklar 70-
300 um por ¢ap araligina sahip olup, 300 um por ¢apinda liretilen 6rneklerin 70 um
capindaki 6rneklere gore %170 daha kararli bir yapiya sahip oldugu raporlanmistir [83].

Mikrobaloncuklarin 1000x dijital mikroskop goriintiileri incelendiginde monodispers bir
dagilima sahip oldugu gozlenmistir. T-baglantili mikroakiskan sistem kullanilarak elde
edilen mikrobaloncuklarin dijital mikroskoptan cekilen goriintiileri ve iirin halinde

yapisinin goriindiigii fotograflar (Sekil 4.5-Sekil 4.11) goriilmektedir.

Mikrobaloncuklarin olusumuna paralel olarak CaCl, ¢ozeltisinde gapraz baglandiktan
sonra kurutulmus ve 3 boyutlu goézenekli yapilar elde edilmistir ve Sekil 4.5-Sekil
4.11°de, verilmistir. Elde edilen 3 boyutlu yapilar olduk¢a gozenekli ve siingerimsi

ozellikte oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.5. Alg-PVA Mikrobaloncuklar: A) Mikrobaloncuklarin olusumu, B)
Mikrobaloncuklarin 151k mikroskobu goriintiileri (1000x), C) Mikrobaloncuklarin por ¢ap
dagiliminin histogram grafigi, D) 3-boyutlu gézenekli yap.
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Por Capi (um)

Sekil 4.6. Alg-PVA-PEIO.1 Mikrobaloncuklar: A) Mikrobaloncuklarin olusumu, B)
Mikrobaloncuklarin 11k mikroskobu goriintiileri (1000x), C) Mikrobaloncuklarin por ¢ap
dagiliminin histogram grafigi, D) 3-boyutlu gdzenekli yapi.
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Sekil 4.7. Alg-PVA-PEI1 Mikrobaloncuklar: A) Mikrobaloncuklarin olusumu, B)
Mikrobaloncuklarin 11k mikroskobu goriintiileri (1000x), C) Mikrobaloncuklarin por ¢ap
dagiliminin histogram grafigi, D) 3-boyutlu gézenekli yapi.
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Por Capi (um)

Sekil 4.8. Alg-PVA-PEI/0.1AgNP0.05 Mikrobaloncuklar: A) Mikrobaloncuklarin
olusumu, B) Mikrobaloncuklarin 151k mikroskobu goériintiileri  (1000x), C)
Mikrobaloncuklarin por ¢ap dagiliminin histogram grafigi, D) 3-boyutlu gézenekli yapi.
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Por Capi (um)

Sekil 4.9. Alg-PVA-PEI/0.1AgNP0.1 Mikrobaloncuklar: A) Mikrobaloncuklarin
olusumu, B) Mikrobaloncuklarin 151k mikroskobu goriintilleri  (1000x), C)
Mikrobaloncuklarin por ¢ap dagiliminin histogram grafigi, D) 3-boyutlu gézenekli yapu.

PLELPLL LIRS NAS

Por Gapi (um) 50 mm

Sekil 4.10. Alg-PVA-PEI1/AgNP0.05 Mikrobaloncuklar: A) Mikrobaloncuklarin
olusumu, B) Mikrobaloncuklarin 151k mikroskobu goriintilleri  (1000x), C)
Mikrobaloncuklarin por ¢ap dagiliminin histogram grafigi, D) 3-boyutlu gézenekli yapi.
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Por Gapi (um)

Sekil 4.11. Alg-PVA/AgNPO0.05 Mikrobaloncuklar: A) Mikrobaloncuklarin olusumu, B)
Mikrobaloncuklarin 11k mikroskobu goriintiileri (1000x), C) Mikrobaloncuklarin por ¢ap
dagiliminin histogram grafigi, D) 3-boyutlu gézenekli yapi.

4.5. Mikrobaloncuk Yapilarin Su Tutma Kapasiteleri

3-Boyutlu gozenekli yapilarin % su tutma kapasiteleri yaklasik olarak 3685-4300
arasinda bulunmustur (Tablo 6). Polimer kompozisyonuna ve yiiksek gézenek yapisina
bagli olarak gelistirilen yapilarin su tutma kapasitelerinin oldukga yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Benzer calismalar literatiirde de izlenmistir. Ornegin Sing ve ark. yapmis
oldugu bir ¢alismada, farkli oranlarda giimiis nanopartikiil iceren PVP-Aljinat
hidrojellerinin 24 saatte yaklasik %1881-2361 araliginda su tutma kapasitesine sahip
oldugu goriilmiistiir [84]. Diger ¢alismalarda ise, ¢inko igeren aljinat hidrojel yapilarinin
su tutma kapasitelerinin maksimum %450 seviyesinde [85] oldugu ve Ca?" ile gapraz
baglanarak iretilen sodyum aljinat baloncuklarinin maksimum %350 [86] oldugu
goriilmiistiir. 3-Boyutlu mikrobaloncuk yapilarin su tutma kapasitesinin yiiksek olmasi
polimerlerin hidrofilik yapisindan dolay1 oldugu, bu 6zelligin enfekte ve eksudali yara

iyilesmesinde 6nemli rol oynayacag: diisiiniilmektedir.
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Tablo 6. Mikrobaloncuk yapilarin por ¢ap1 ve su tutma kapasitesi.

NO Ornek Por Capi Su Tutma Kapasitesi

(nm) (%)
1 Alg-PVA 173.8+16 4210
2 Alg-PVA-PEI0.1 124.7+9 3939
3 Alg-PVA-PEI1 151.6+10 4250
4 Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.05 97.3+11 3879
5 Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.1 133.1+14 4302
6 Alg-PVA-PEI1/AgNP0.05 89.2+14 3685
7 Alg-PVA/AgNPO0.05 113.3£12 3983

4.6. Mikrobaloncuk Yapilarin Hidrolitik Bozunma Davramslar:

Mikrobaloncuk yapilarin sulu ortamda kararliliklarin1 belirlemek tizere farkli zaman
araliklarinda hidrolitik bozunma davranislart incelenmistir. Aljinat, memelilerde dogal
olarak hidrolize ugramaz ve bozunmaz. Bunun nedeninin aljinatin bozunmasindan
sorumlu alginaz enziminin memelilerde bulunmamasidir. Ancak iki degerlikli iyonlarin
bir degerlikli iyonlarla yer degistirmesi ya da agiga ¢ikmasi ile polimer zincirleri
¢oziilebilir. Bu ¢alismada gelistirilen mikrobaloncuk gozenekli yapilarin sulu ortamda 28
giine kadar hidrolize ugramadig1 ve uygulanan iyonik ¢apraz baglama ile kararliliklarini

koruduklar1 gézlenmistir.

100

Kiitle (%)
3

0
7
14 28
Zaman (giin)
m Alg-PVA m Alg-PVA-PEIO.1 m Alg-PVA-PEI1

Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.05 m Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.1 m Alg-PVA-PEI1/AgNP0.05
H Alg-PVA/AgNP0.05

Sekil 4.12. Mikrobaloncuk yapilarin sulu ortamda kararliliklari.
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4.7. Mikrobaloncuk Yapilarin Giimiis Salim Profilleri

Glimiis nanopartikiil iceren gézenekli mikrobaloncuk yapilarin giimiis salim profilleri
degerlendirildiginde tiim gruplarda ilk 24 saatte patlama etkisiyle yiiksek miktarda giimiis
salimi gergeklesmis daha sonra platoya ulagmistir (Sekil 4.13). PEI i¢cermeyen Alg-
PVA/AgNPO0.05 6rneklerinde, 24 saat sonunda 2667 ppb ve 72 saat sonra 3329 ppb AgNP
salim1 goriilmiistiir. Daha sonra bu yapiya %0.1 PEI eklenmesiyle AQNP’lerin daha yavas
salimina neden oldugu, Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.05 6rneginde ilk 24 saat sonunda bu
degerin 2667 ppb degerinden 1234 ppb’ye diistiigli goriilmiis ve 72 saat sonunda 3374
ppb AgNP salimi gerceklesmistir. AgNP saliminin bu 6rnek grubunda daha diisiik
olmasinin PEDl'nin katyonik yapist nedeniyle aljinatla etkilesime girerek capraz
baglanmay1 bir miktar artirdigi diisiiniilmektedir. Ayn1 6rnekte AgNP miktarinin %
0.05ten (w/v) 0.1’e ¢ikarilmasiyla gelistirilen Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.1 grubunda ise
ilk 24 saatte 6463 ppb ve 72 saat sonunda 6383 ppb AgNP salimi1 olmustur. Alg-PVA-
PEI1/AgNPO0.05 polimer grubu ile iiretilen mikrobaloncuk yapilarinda ise PEI oraninin
%1’e artirilmasiyla yine PEI’nin AgNP salim miktarini yavaslattigi ve ilk 24 saatte 1552
ppb ve ilk 72 saatte 2605 ppb degerinde oldugu bulunmustur ve bu 6rnek grubunda 120
ve 168. saatlerde ise AgNP salim miktari hemen hemen sabit kalarak salimin sonlandig1
anlasilmaktadir. Mikrobaloncuk yapilarin bu siire i¢inde sulu ortamda kararli olmasi
nedeniyle glimiis salimmin difiizyon ile gerceklestigi ongoriilmektedir. Sonug olarak
AgNP igeren tiim 6rneklerde ilk 24 saatte patlama etkisiyle yiliksek miktarda AgNP salimi
gerceklesmis olup, ilk 9 saatte AgNP salim miktar1 tiim gruplar i¢in katlanarak artmis
olup literatiir ile uyumlu veriler elde edilmistir [87, 88]. Ayrica, AgNP’lerin
mikrobaloncuk yapilardan uzatilmis salim sergilemesinden dolay1 enfekte yaralarda

antibakteriyel etkisininde uzun siireli olmasi a¢isindan 6nemli olacaktir.
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Sekil 4.13. 3-Boyutlu gézenekli mikrobaloncuk yapilardan giimiis nanopartikiil salimi.

4.8. Mikrobaloncuk Yapilarin Antibakteriyel Etkileri

Giimiis nanopartikiil igeren 3-boyutlu mikrobaloncuk yapilarin antibakteriyel aktiviteleri
Klinik Laboratuvar Standartlar1 Enstitiisii (CLSI) M2 A9.26:1 Disk Difiizyon Test
Yontemi ile S. Aureus, E. Coli ve MRSA bakterilerine kars test edilmistir. Bakteri besi
yeri olarak Mueller-Hinton agar kullanilmistir. Agar yiizeyi, 0.5 McFarland standardinin
bulanikli§ina ayarlanmig bir hiicre siispansiyonuna batirilmis bir siiriintii kullanilarak
agtlanmigtir [89]. Kontrol grubu ve 6rnekler 6 mm capinda dairesel diskler halinde
kesilerek hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak %0.1, % 1PEI ve %0.05 AgNP ve %0.1
PEI diskler tizerine emdirilerek kurutulmustur. Tiim gruplar ve kontrol disklerinin her biri
S. Aureus, E. Coli ve MRSA igeren Mueller-Hinton apar plaklarina yerlestirilmis ve gece
boyunca 37 °C'de inkiibe edilmistir. Inhibisyon zon caplar1 37 °C'de 24 saat
inkiibasyondan sonra bir cetvel yardimiyla mm cinsinden 6lgiilmiis ve sonuglar Tablo 7

ve 8’de, inhibisyon zon ¢ap1 gorselleri ise Sekil 4.14 -15’te sunulmustur.

Alg-PVA grubunda PEI ve AgNP igerigi olmadigindan dolay1 {i¢ farkli bakteri tiiriine
kars1 da antibakteriyel etki gézlenmemistir. Kontrol grubu olarak % 0.05 ve % 0.1 AgNP
igeren disk ¢aplari sadece E.Coli’ye kars1 6 mm’den 10 mm arttig1 gozlenmistir. Benzer
sekilde Alg-PVA/AgNP0.05 6rneklerde inhibisyon zone ¢ap1 6.00 nm’den 7.0 nm artarak
diisiik miktarda antibakteriyel 6zellik gostermistir. AgNP’lerin sadece E.Coli’ye karsi
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antibakteriyel etki gostermesinin  E.Coli’nin gram negatif bakteri olmasindan

kaynaklandigi diisiniilmektedir.

Diger taraftan kontrol grubu olarak %0.1 PEI iceren disk ¢aplar1 E.Coli kars1 6 mm’den
10 mm’ye artarken, %1 PEI igeren disk ¢aplar1 ise S.Aureus ve MRSA kars1 sirastyla
10.5+0.6 ve 10.0+0.0 mm olarak Olgiilerek antibakteriyel etki gosterdigi izlenmistir.
PEI’nin katyonik yapis1 nedeniyle antibakteriyel 6zellik gostermesi beklenen bir durum
olmakla birlikte %0.1 PEI’i¢eren disklerin gram negatif bir bakteri olan E.Coli "’ye kars1
antibakteriyel aktivite gostermesi, diger taraftan %1PEI iceren disklerin gram pozitif
S.Aureus ve MRSA’ya kars1 antibakteriyel aktivite gostermesi anlagilamamistir. % 0.1
PEI igeren Alg-PVA-PEI0.1 gram pozitif bir bakteri olan S. Aureus ’a kars1 6rnek ¢apinin
6 mm’den 7.3+0.52 mm’ye ¢iktig1, % 1 PEI igeren Alg-PVA-PEI1 grubuna bakildiginda
S. Aureus ve MRSA bakterilerine karsi 6rnek ¢aplarmin 6 mm’den 7+0 mm’ye ¢ikarak

diisiikk miktarda antibakteriyel atki gézlenmistir.

Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.05 grubunda inhibisyon zone ¢aplar1 S. Aureus i¢in 10+0 mm,
E. Coli igin 11+0.9 mm ve MRSA igin 10+0 mm olarak 6l¢tilmiistiir. Benzer sekilde Alg-
PVA-PEIO.1/AgNPO.1 grubunda ise dlgiilen inhibisyon zone ¢aplar1 S. Aureus, E. Coli
ve MRSA igin sirasiyla 90 mm, 11.7+1.36 mm ve 100 mm olarak tespit edilmistir. Alg-
PVA-PEI1/AgNPO0.05 ornekleride S. Aureus (10+0), E. Coli (9.7£0.51) ve MRSA
(10.7+0.51) bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivite gosterdigi goriilmustiir.

Sonug olarak sadece AgNP igeren Ornekler sadece E.Coli’ye karsi antibakteriyel etki
gosterirken hem AgNP hemde PEI igeren orneklerde ise tiim bakteri gruplarin karsi

antibakteriyel etki gdzlenmistir.

Literatiirde, Calamak ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ipek fibroininden iiretilmis ve
glimiis iyonlar iceren fiber yapilarinin antibakteriyel aktivileri disk difiizyon testi ile
incelenmistir. Uretilen fiber yapilarindan %0.1 ve %0.5 giimiis iyonu igeren gruplarinin
S. Aureus bakterisine karsi antibakteriyel etki gostermedigi, yalnizca %1 giimiis iyonu
iceren ve metanol ile islem goren fiber yapilarin inhibisyon zon ¢aplarinin 5 mm’den 6.5
mm’ye, gluteraldehit ile ¢capraz baglanan fiberlerde ise 7.3 mm’ye ¢iktig1 goriilmistiir
[90]. Monhiti-Asli ve ark. yaptig1 calismada PLA ile trettikleri nanofiber yapida doku
iskelelerinin S. Aureus ve E. Coli bakterilerine karsi antibakteriyel etkilerine bakilmistir.
Uretilen iskelelere farkli oranlarda (31.25, 62.5, 125 ve 250 pg/ml) giimiis iyonu eklenmis

ve bu malzemelerin S. Aureus ve E. Coli bakteri suslarina kars1 antibakteriyel etkiye sahip
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oldugu goriilmiistiir [91]. Diger taraftan Jiraroj ve ark. yapmis oldugu ¢alismada, zeolit
malzemesine Ag® iyonu ve giimiis nanopartikiil (AgNP) eklenerek {iretilen kompozit
malzemede gram pozitif (S. Aureus) ve gram negatif (E. Coli) bakterilerine karsi
antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Antibakteriyel 6zelligin zamana kars1 farklilik
gosterdigi bildirilmistir. Giimiis iyonu i¢eren kompozitin, AgNP iceren kompozit
malzemeye gore E. Coli’ye karsi daha fazla antibakteriyel etkisinin oldugu ve 3 saat
sonra ise ortalama 394 nm boyutunda AgNP igeren kompozitin S. Aureus bakterisine

kars1 daha yiiksek antibakteriyel etki gosterdigi goriilmistiir [92].

Literatiirde baz1 yaymnlarda negatif yiiklii bakteriler ile pozitif yiiklii nanopartikiiller
arasindaki elektrostatik ¢ekimin antibakteriyel etkide dnemli oldugu bildirilmektedir. Bu
tez caligmasinda sadece AgNP igeren orneklerin E. Coli’ye karsi antibakteriyel etki
gostermesinin bu nedenle oldugu kanisindayiz. Diger taraftan yiiksek derecede
antibakteriyel etki i¢in 6rneklerden salinan AgNP miktar1 6nemli bir parametre olup
minimum inhibisyon derisiminin (MIC) iizerinde olmasi gerekmektedir. Literatiirde
minimum inhibisyon derisiminin gram pozitif S. Aureus, gram pozitif S.epidermis ve
gram negatif P.aeruginosa i¢in sirasiyla 5 ppm, 1.69 ve 3 ppm olarak verilmistir. Tez
caligmasinda 24 saat sonra AgNP salim degerleri 1234-6463 ppb arasinda olup belirtilen
minimum inhibisyon derigsiminin ¢ok tizerinde oldugu tespit edilmistir. Diger taraftan bu
tez c¢alismasindaki glimiis nanopartikiil iceren 3B mikrobaloncuk oOrnekleri
incelendiginde 24 saat sonra AgNP salimi1 6463 ppm degeri ile Alg-PVA-PEIO.1/AgNP

ornegine ait olup E.Coli’ye kars1 en yiiksek antibakteriyel etkiyi bu 6rnek gostermistir.

Tablo 7. Kontrol gruplarinin antibakteriyel inhibisyon zon gaplari

Inhibisyon Zon Capi (mm)*

No Kontrol Gruplari S. Aureus E. Coli MRSA
(Wiv) ATCC ATCC ATCC
29213 25922 43300

1 %0.1 PEI - 10+0.0 -
2 %1 PEI 10.5+0.6 . 10+£0.0

3 9%0.05 AgNP - 10+0.0 -

4 %0.1 AgNP - 10+0.0 -

*disk cap1 7 mm’dir.
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MRSA ATCC 43300

E. Coli ATCC 25922

S. Aureus ATCC 29213
@ ,\"3": = - N

Sekil 4.14. Kontrol gruplarinin antibakteriyel disk difiizyon testi inhibisyon ¢aplari: Disk
cap1 7 mm’den %0.1 PEI ile E. Coli bakterisine kars1 10 mm (1), %1 PEl ile S. Aureus’a
kars1 10.5 mm (2) ve MRSA bakterisine karst 10 mm, %0.05 AgNP grubunda ise E.
Coliye kars1 10 mm (3) ve %0.1 AgNP grubunda yine E. Coli bakterisine kars1 10 mm’dir

(4).

Tablo 8. Mikrobaloncuk yapilarin inhibisyon zon caplart.

Inhibisyon Zon Capi (mm)*
Ornek Gruplan S. Aureus E. Coli MRSA
ATCC 29213 |ATCC 25922 | ATCC 43300
1 |Alg-PVA - - -
2 | Alg-PVA-PEI0.1 7.3+0.5 - -
3 |Alg-PVA-PEI1 740.1 - 7+0.0
4 | Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.05 10+0.0 11£0.9 10+0.0
5 | Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.1 9+0.0 11.7£1.4 10+0.0
6 | Alg-PVA-PEI1/AgNP0.05 10+0.0 9.7+0.5 10.740.5
7 | Alg-PVA/AgNP0.05 - 7+0.0 -
*orneklerin gapt 6 mm'dir.
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S. Aureus ATCC 29213 E. Coli ATCC 25922 MRSA ATCC 43300

Sekil 4.15. Mikroakigkan temelli 3-Boyutlu goézenekli mikrobaloncuk yapilarin
antibakteriyel disk difiizyon testi-inhibisyon gaplari: Baslangi¢ ¢aplart 6 mm olan 6rnek
gruplari: (1) Alg-PVA grubu ii¢ bakteri tiiriine karsi aktivite gostermemistir, (2) Alg-
PVA-PEIO.1 S. Aureus bakterisine kars1 7.3 mm, (3) Alg-PVA-PEI1 S. Aureus ve MRSA
bakterilerine kars1 7 mm, (4) Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.05 S. Aureus bakterisine kars1 10
mm, E. Coli’ye karsi 11 mm ve MRSA’ya kars1 10 mm, (5) Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO.1
S. Aureus bakterisine karst 9 mm, E. Coli’ye kars1 11.7 mm ve MRSA’ya kars1 10 mm,
(6) Alg-PVA-PEI1/AgNPO0.05 S. Aureus bakterisine karst 10 mm, E. Coli’ye karst 9.7
mm ve MRSA’ya kars1 10.7 mm, (7) Alg-PVA/AgNPO0.05 grubu ise E. Coli’ye kars1 7
mm olarak Sl¢iilmiistiir (6lgek =5 mm).

4.9. Mikrobaloncuk Yapilarin Sitotoksisiteleri

Uretilen ii¢ boyutlu-gdzenekli mikrobaloncuk yapilarin antibakteriyel yara ortiisii olarak
kullanilmast amaglandig1 i¢in 1SO 10993-5 “Tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi
“Bolim 5:Viicut dis1 sitotoksisite deneyleri” standartinin “Endirekt MTT sitotoksisite
testi” ile sitotoksisite testi yapilmistir. Deney gruplari ile negatif kontrol grubu igin elde
edilen hiicre canlilig1 verileri istatiksel anlamlilik a¢isindan kiyaslanmis ve sonuglar Sekil
4.16°da sunulmustur. MTT sonuglari, malzeme tipine gore hiicre canliliginin farklilik
gosterdigini; Alg-PVA, Alg-PVA-PEIO,1, Alg-PVA-PEIL ve Alg-PVA-PEI1/AgNPO0,05
gruplarimin  yiikksek  biyouyumluluk  (>%95) gosterdigini ancak  Alg-PVA-
PEIO,1/AgNPO,1 ve Alg-PVA-PEIO,1/AgNP0,05 gruplarinin toksik etki (<%8)
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gosterdigi tespit edilmisir. Negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda Alg-PVA, Alg-
PVA-PEI1 ve Alg-PVA-PEI1/AgNPO,05 gruplarinda elde edilen hiicre canliligi, negatif
kontrol grubu ile benzer bulunmugken (p>0.05), Alg-PVA-PEIO,1 grubunda anlamli
diizeyde diisiik tespit edilmistir (p<0.05). Yine negatif kontrol grubu ile kiyaslandiginda
hiicre canliligi Alg-PVA-PEIO,1/AgNPO,1 ve Alg-PVA-PEIO,1/AgNP0,05 gruplarinda
anlamli diizeyde diisiik ¢ikmistir (p<0.05), ancak her iki grupta benzer sonuclar tespit
edilmistir (p>0.05). Esit miktarda AgNP igeren gruplar (Alg-PVA-PEI1/AgNPO0,05 ve
Alg-PVA-PEIO,1/AgNP0,05) kiyaslandiginda, %1 oraninda PEI kullanilan grupta hiicre
canlilign >95 iken, %0,1 PEI kullanildig1 grupta hiicre canliligi %7,8 olarak tespit

edilmistir.

Diger gruplara gore Alg-PVA-PEIO,1/AgNP0,1 ve Alg-PVA-PEIO,1/AgNPO,05
orneklerinin toksik etki gostermesinin nedeninin 72 saat sonra salinan yiiksek AgNP
miktari oldugu kanisindayiz. Alg-PVA-PEI0,1/AgNPO0,1 ve Alg-PVA-PEIO,1/AgNPO0,05
orneklerinden 72 saat sonra sirasiyla 6383 ve 3374 ppb AgNP salimi1 ger¢eklesmistir. En
yiiksek AgNP salimma sahip Alg-PVA-PEIO,1/AgNPO,1 &6rnegi E.Coli’ye karst en
yuksek antibakteriyel etki gostermistir.

Calamak ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, %0.1, 0.5 ve 1 glimiis iyonlar1 igeren nanofiber
yapilar iiretmiglerdir. Urettikleri malzemelerin antibakteriyel aktivitesi ve MTT
analizlerine bakildiginda, diisiik giimiis iyonu igeren (%0.1 ve 0.5) malzemelerin
ortalama %90’1n tizerinde hiicre canliligina sahip oldugu fakat antibakteriyel olmadigi
goriilmiistiir. Yiksek giimiis iyonu iceren (%1) nanofiber yapilar ise antibakteriyel
aktiviteye sahip olmakla birlikte yaklasik %50 hiicre canliligina sahip yani toksik oldugu
gozlenmistir [90]. Sunulan tez ¢alismasinda ise diisiik miktarda AgNP kullanilmis olup
Alg-PVA-PEI1/AgNP0,05 grubunda hem yiiksek oranda hiicre canliligi (~%105) hem de
antibakteriyel aktivite gozlenmistir. Literatiirde yapilan ¢aligmalar incelendiginde,
sodyum aljinat, PVA, PEI ve AgNP igeren biyomalzemelerin MTT analizleri sonucunda
toksik etki gostermedigi, AgNP derisimine bagli olarak biyouyumlu malzeme olarak
kullanildigi goriilmiistiir [73, 93-97].
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4.10. Mikrobaloncuk Yapilarmm Hiicre Canhhgina Etkisi

MTT sonuglarinin teyit edilmesi ve hiicre morfolojilerinin gortintiilenmesi i¢in canli/li
24 ve 72 giin sonundaki canli/61i analizi yapilmstir (Sekil 4.17-Sekil 4.23). Hiicre kiiltiir
kabinin  yiizeyinde Alg-PVA, Alg-PVA-PEIO.1, Alg-PVA-PEI1, Alg-PVA-
PEI1/AgNPO0.05 ve Alg-PVA/AgNPO.05 gruplarinda zamana bagli olarak yiiksek hiicre
canliligi elde edildigi ancak MTT ile toksik olarak bildirilen Alg-PVVA-PEI0.1/AgNP0.05
ve Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.1 6rneklerde ise yiiksek sayida 6lii hiicre oldugu izlenmistir.
1. giin sonunda Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.05 ve Alg-PVA-PEIO.1/AgNPO.1 gruplarinda
yiiksek sayida Oli hiicre gozlenmigsken 3. giin sonunda Alg-PVA-PEIO.1/AgNPO.1
grubunda canli hiicre sayisinin artig1 tespit edilmistir. Bu sonuglar, MTT analizinde elde
edilen sonuclar1 dogrular niteliktedir. Canli/61ii analiz sonuglari, test edilen her iki zaman
diliminde ii¢ boyutlu-gdzenekli mikrobaloncuk yapilar {izerinde tutunan hiicrenin az
oldugunu, canli hiicrelerinin ¢ogunun kiiltiir kabinin yiizeyine tutunduklarini1 ve normal
hiicre morfolojisine sahip olduklarini gostermistir. Yine Alg-PVA-PEI0.1/AgNPO0.05 ve
Alg-PVA-PEIO.1/AgNP0.1 gruplarinda da tespit edilen Oli hiicrelerin  biiyiik
cogunlugunun kiiltiir kabmin yilizeyinde oldugu gozlenmistir. Hiicre morfolojileri
bakimindan incelendiginde ise, doku iskelesi lizerinde tutunan hiicrelerin test edilen her
iki zaman diliminde yuvarlak morfolojiye sahip oldugunu, ancak kiiltiir kabi1 yiizeyinde

tutunan hiicrelerin uzamis ve fibroblastik morfolojiye sahip oldugunu gostermistir.

Literatiirde, Rezvanian ve ark. yapmis oldugu ¢aligmada, CaClz kullanilarak iyonik olarak
capraz baglanan sodyum aljinat-pektin hidrojelleri yara iyilesmesinde kullanilmak tizere

iiretilmistir. Uretilen hidrojeller farkli zamanlar boyunca (2-20 dakika araliginda) capraz
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baglanmistir [98]. Yapilan ¢aligmada sunulan tez ¢alismasiyla ayni yontem (canli/olii
hiicre kiti) kullanilarak hiicreler 24 saat inkiibe edildikten sonra canliliklar1 kontrol
edilmistir ve ¢capraz baglanma siiresi 6nemli olmadan tiim gruplar ortalama %75 iizerinde

canlilik gdstermistir.

Sekil 4.17. Alg-PVA 3-boyutlu gozenekli mikrobaloncuk yapilarin L929 hiicre hatti ile
yapilan canli/6lii hiicre kiiltiirii testi floresans mikroskop goriintiileri: A) 24 saat, B) 72
saat (6lcek=100 um).

Sekil 4.18. Alg-PVA-PEI0.1 3-boyutlu gézenekli mikrobaloncuk yapilarin 1929 hiicre
ile yapilan canli/6lii hiicre kiiltiirii testi floresans mikroskop goriintiileri: A) 24 saat, B)
72 saat (6lcek=100 um).
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Sekil 4.19. Alg-PVA-PEI1 3-boyutlu g6zenekli mikrobaloncuk yapilarin 1929 hiicre hatti
kullanilarak yapilan canli/6lii hiicre kiiltiirii testi floresans mikroskop goriintiileri: A) 24
saat, B) 72 saat (0lcek=100 pm).

Sekil 4.20. Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.05 mikrobaloncuk yapilarin 1929 hiicre hatti
kullanilarak yapilan canli/6lii hiicre kiiltiirii testi floresans mikroskop goriintiileri: A) 24
saat, B) 72 saat (6l¢cek=100 pum).

Sekil 4.21. Alg-PVA-PEI0.1/AgNP0.1 mikrobaloncuk yapilarin 1929 hiicre hatti
kullanilarak yapilan canli/6lii hiicre kiiltiirii testi floresans mikroskop goriintiileri: A) 24
saat, B) 72 saat (0lcek=100 pm).
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Sekil 4.22. Alg-PVA-PEI1/AgNP0.05 mikrobaloncuk yapilarin 1929 hiicre hatti
kullanilarak yapilan canli/6lii hiicre kiiltiirii testi floresans mikroskop goriintiileri: A) 24
saat, B) 72 saat (0lcek=100 pm).

Sekil 4.23. Alg-PVA/AgNP0.05 mikroakiskan temelli mikrobaloncuk yapilarin 1.929
hiicre hatti kullanilarak yapilan canli/6lii hiicre kiiltiirii testi floresans mikroskop
goriintiileri a) 24 saat, b) 72 saat (6lcek=100 pum).

Sonug olarak elde edilen tiim bulgular degerlendirildiginde T-baglantili mikroakiskan
sistem ile hazirlanan mikrobaloncuk yapilarin salim profilleri, antibakteriyel aktiviteleri
ve toksisiteleri degerlendirildiginde % 1 oraninda PEI ve %0.05 oraninda AgNP iceren
Alg-PVA-PEI/AgNP o6rneginin antibakteriyel etkiye sahip olmasi ve ayni zamanda
hiicreler iizerinde toksik bir etki gostermemesi, ayni zamanda uzatilmig giimiis
nanopartikiil salimi ve yiiksek su absorbsiyonu nedeniyle enfekte yaralarda antibakteriyel

yara Ortiisii olarak kullanim potansiyeline sahiptir.
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5. YORUM

Sunulan tez ¢alismasinda, mikro ve nano boyutlarda tiretim saglayan siirekli akisa dayali
ve geleneksel iiretim yontemlerine gore daha homojen ve siirekli olarak iiretim
saglayabilen T-baglantili mikroakiskan sistem ile aljinat, PVA ve antibakteriyel 6zellige
sahip olan polietilenimin ve giimiis nanopartikiil (AgNP) i¢eren mikrobaloncuk yapilar
tretilmistir. Sentezlenen AgNP’lerin ortalama ¢ap boyut dagilimlar1 31.63+3.7nm, PDI
degeri 0.11 ve yiizey yiikii zeta potansiyel degeri -21.7£9.1 mV olarak belirlenmistir.
Mikrobaloncuk iiretiminde siringa yardimiyla sisteme verilen polimerin ortalama akis
hiz1 200 pL/dk ve kullanilan inert gazin basinci ise 9L/dk olarak optimize edilmistir.
Sonug olarak ortalama 90-175 um por ¢aplarina sahip mikrobaloncuk yapilar iretilmistir.
AgNP iceren Alg-PVA-PEIO.1/AgNP0.05, Alg-PVA-PEIO.1/AgNPO.1, Alg-PVA-
PEI1/AgNPO0.05 ve Alg-PVA/AgNPO0.05 yapilarin sirastyla su tutma kapasiteleri %4250,
3879, 3685 ve 3983 ve por cap biiylikliikleri sirasiyla 97.3£11, 133.1£14, 89.2+14 ve
113.3+12 pum’dir. Uretilen mikrobaloncuk yapilarin yiiksek su tutma kapasitesine ve
gozenek yapisina sahip oldugu goriilmiistiir. Uretilen mikrobaloncuk yapilardan
AgNP’lerin uzatilmis salim profili sergiledikleri izlenmistir. Alg-PVA-PEI1/AgNPO0.05
orneklerin %105 hiicre canliligina sahip oldugu ve 72 saat sonunda 2605 ppb AgNP
salim1 gergeklestigi izlenmistir. Ancak bu deger ilizerindeki AgNP salimmin hiicre
canliligin1 olumsuz etkiledigi goriilmiistiir. AgNP iceren drnekler sadece E.Coli’ye karsi
antibakteriyel etki gosterirken PEI ve AgNP iceren aljinat mikrobaloncuk yapilarin gram
negatif E. coli ve gram pozitif S. Aureus ve methicillin resistant S.aureus (MRSA))

bakterilerine kars1 antibakteriyel etki gosterdigi tespit edilmistir.

Elde edilen tiim sonuclar degerlendirildiginde; hazirlanan mikrobaloncuk yapilar i¢inde
% 1 oraninda PEI ve %0.05 oraninda AgNP igeren Alg-PVA-PEI/AgNPO0.05 6rneginin
antibakteriyel etkisi, uzatilmis giimiis nanopartikiil salimi, yliksek su tutma kapasitesi ve
ayn1 zamanda hiicreler iizerinde toksik bir etki gdstermemesi nedeniyle antibakteriyel
yara Ortlisli olarak enfekte ve eksudali yaralarda kullanim potansiyeline sahip oldugu

sonucuna varimistir.
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