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KURE FORMUNDA KRiYOJEL DOKU iISKELELERININ URETIiMIi VE
KARAKTERIZASYONU

Didem DEMIR

0z

Bu tez ¢alismasinin amaci, enjekte edilebilir kiire formunda kitosan kriyojel doku
iskelelerinin iiretilmesi ve karakterizasyonudur. Calismanin ilk kisminda, farkli polimer
kompozisyonlarindaki gozenekli kitosan mikrokiireler, emiilsiyon yagda su (Su/Yag) fazi
kimyasal ¢apraz baglama ve kriyojelasyon teknigi bir arada kullanilarak tretilmistir.
Calismada, kitosanin %6'lik asetik asit ¢oziiciisii ile farkli oranlarda hazirlanan
karigimlarindan iretilen mikrokiire kriyojellerde, ¢apraz baglayici olarak gluteraldehit
kullanilmistir. 9%0.5, 1 ve 2 (w/v) kitosan konsantrasyonlarinda hazirlanan polimer
cozeltileri i¢in viskozite degerleri sirasiyla 102.230, 234.513 ve 685.867 Pa.s olarak
belirlenmistir. 75:20:5 oraninda petrol eteri:aygigcegi yagi:Span 80'den olusan yag fazi
icerisinde emiilsiyon olusturarak {iretilmis olan mikrokiirelerin, %1, 3 ve 6 (Vv/v)
gluteraldehit konsantrasyonlarinda, -10, -16 ve -24 °C kriyojelasyon sicakliklarinda, 500,
1000, 1500 rpm dagitma ortami karistirma hizlarinda, kriyojenik kosullarda c¢apraz
baglanmasiyla kiire formunda kriyojel mikrokiire iiretimi tamamlanmigtir. Kriyojel
mikrokiirelerin gozeneklilikleri, gozeneklerin birbirleriyle olan baglantisi, ortalama kiire
caplar1 ve yilizey morfolojisi taramali elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Farkli
islem degiskenlerinde iiretilen mikrokiirelerin ortalama gozenek c¢apr 197.72 + 14.82 ile
581.80 £ 47.76 um araliginda degismektedir. Mikrokiirelerin kimyasal yapis1 FT-IR ile
aragtirtlmis, denge sisme oranlar1 ve ylizey ylikleri analiz edilmis, ¢apraz baglanma
dereceleri belirlenmistir. Kiire formunda ftretilen kitosan kriyojel mikrokiirelerin ¢apraz
baglanma dereceleri %38.32 - 72.45 araliginda degismistir. Capraz baglanma derecesi
artikca yiizey yliklerinde azalma goriilmiistiir. -10°C kriyojelasyon sicakliginda tiretilen ve
%72.20 olarak en yiiksek sisme oranmma sahip mikrokiirelerin hizli bir sekilde
degredasyonunun basladig1 goriilmiistiir. Kitosan ve gluteraldehit ¢ozeltilerinin optimum
iiretim konsantrasyonlarinin, sirasi ile %1 (w/v) ve %3 (v/v) oldugu belirlenmistir. Bu
islem degiskenlerinde tiretilen mikrokiireler enjekte edilmeye uygundur.

Anahtar Kelimeler: Doku Miihendisligi, Mikrokiireler, Kriyojelasyon, Kitosan,
Gluteraldehit

Damisman: Yrd. Dog. Dr. Nimet KARAGULLE, Kimya Miihendisligi Boliimii, Mersin
Universitesi
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PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF CRYOGEL SCAFFOLDS IN
THE FORM OF SPHERES

Didem DEMIR

ABSTRACT

The purpose of this study, produce and characterize an injectable chitosan cryogel
tissue scaffold that in the form of spheres. In the first part of the study, different polymer
compositions of chitosan microspheres are manufactured using a combination of water in
oil emulsion (w/0) phase and cryogelation with chemical crosslinking by glutaraldehyde as
a crosslinker. 0.5, 1, 2 (w/v, %) concentrations of chitosan solutions have different
viscosity values 102.230, 234.513 and 685.867 Pa.s, respectively. Microsphers were
formed in the oil phase which consist of petroleum ether:sunflower oil:Span 80 in the rate
of 75:20:5 and the stirring speed of 500, 1000, 1500 rpm. Produced microspheres are
crosslinked 1, 3 and 6 (v/v, %) glutaraldehyde concentrations at -10, -16 and -24°C
temperatures in cryogenic conditions. Interconnected porosity, pore diameters, avarage
sphere diameter and surface morphology of chitosan cryogel microspheres were examined
by scanning electron microscopy (SEM). Produced in the different process variables,
average pore diameter of the microspheres are in the range with 197.72 £ 14.82 and
581.80 + 47.76 um. The chemical structure of the microspheres were examined by FT-IR.
Also, the equilibrium swelling ratio, degree of crosslinking have been determined. The
degree of crosslinking values of chitosan cryogel microspheres are changed in the range of
38.32 and 72.45%. Microspheres which are produced at the temperature of -10°C have the
highest swelling ratio (72.20%) that that causes the starting of degradation, rapidly.
Optimum production parameters of chitosan and glutaraldehyde concentrations are, 1 (w/v,
%) and 3 (v/v, %), respectively. The microspheres produced by this process variables is
suitable for injection.

Key Words: Tissue Engineering, Microspheres, Cryrogelation, Chitosan, Glutaraldehyde

Advisor: Assist. Prof. Dr. Nimet KARAGULLE, Department of Chemical Engineering,
University of Mersin
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SIMGELER ve KISALTMALAR

(NHN amin);jk: Capraz baglanmamis mikrokiirelerde serbest NH, miktar1 (mol)
(NHN amin)sn: Capraz baglanmis mikrokiirelerde kalan serbest NH, miktar1 (mol)
[n]: Intrinsic viskozite

Irel: Bagil viskozite

C: Konsantrasyon (mol/litre)

ECM: Extracellular matris

FT-IR: Fourier Déniisiimlii Infrared Spektrometre
GAG: Glikozaminoglikan

K ve a: Polimer ve solvente bagli olan sabitler
Mgq: Kuru agirlik (gram)

MHS: Mark - Houwink - Sakurada

M,: Ortalama molekiil agirligi (gram/mol)

my: Islak agirlik (gram)

NHN: Ninhidrin

PEC: Poli elektrolit

PGA: Poli(glikolik asit)

PLA: Poli(laktik asit)

PLGA: Poli(laktik-ko-glikolik asit)

PVA: Poli(vinil alkol)

S/Y: Suda yag

SEM: Taramali elektron mikroskobu

Span 80: Sorbitan monooleate

t: Akus siiresi (saniye)

UV: Ultraviolet

v: Hacim (mililitre)

w: Agirlik (gram)

Y/S/Y: Yagda suda yag

Y/S: Yagda su

nsp: Spesifik viskozite
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1. GIRIS

Glinlimiizde her giin her yastan yiizlerce insan kaza veya cesitli felaketler
sonucunda organ ya da doku kayb1 nedeniyle tedavi olmaktadir. Doku miihendisligi tiim bu
tedavilere yonelik olarak iyilestirme ve hayat kalitesini ylikseltmek amaciyla doku ve
organ fonksiyonlarini arttirmak ve yeniden saglamak konusunda devrim yaratmay1
amaglayan bir bilim dalidir. Tedavi amagli uygulanabilirliginin yan1 sira gelistirilen organ
ya da dokunun teshis amacli kullanim sahasi da bulunmaktadir.

Doku miihendisligi yaklasimi1 miihendislik, tip ve biyoloji prensiplerini kullanarak
hiicrelerin, doku iskelelerinin ve bityiime faktorlerinin tek basina veya birlikte kullanimiyla
doku onarmmini ya da yenilenmesini saglamaktir. Doku iskelesi, hiicrelerin organize olarak
islevsel bir dokuya doniisebilmelerinde gerekli destegi saglayan biyomateryallerdir.

Hastanin tedavisi yaninda yasam kalitesini artirmak, kullanilan ila¢ dozunu
azaltmak, dozlama araligini uzatmak, hastay1 yan ve zararl etkilerden arindirmak ve ilaci
hedef bolgeye gondermekle miimkiindiir. Bu dogrultuda en 1yi yanit veren tastyici sistem,
viicudun istenilen doku, hiicre ya da organina gonderilebilme olanagi saglayan ve enjekte
edilebilen kontrollii salim sistemleridir.

Son yillarda biyomedikal uygulamalarda amacina yonelik olarak gerceklestirilen
calismalarda, doku iskelelerinin ve tasiyict sistemlerin iiretim teknikleri konusunda yogun
arastirmalar yapilmakta ve hazirlanan bu biyomateryallerin hasarli ya da hasta bolgeye
yerlestirilmesi (implantasyonu) siirecinin en az cerrahi operasyonla saglanabilirligi
amaglanmaktadir. Bu hedef dogrultusunda atilan en biiyiikk adim siiphesiz ki enjekte
edilebilen doku iskelelerinin ve kontrolli ilag salim sistemlerinin {iretimi ve
gelistirilmesidir.

Enjekte edilebilen doku iskeleleri ve kontrollii ilag salim sistemleri birbiri ile
baglantili, kontrol edilebilir gozenek yapist ile yiiksek gozeneklilik oranina sahip olmalidir.
Ideal bir doku iskelesinin yiizey 6zellikleri hiicre yapismasi ve ¢ogalmasi icin elverisli
olmali, biyobozunur, biyouyumlu, mekanik ozellikler acgisindan konak dokuya benzer
olmalidir. Ayni sekilde ilag salim sistemleri i¢in de, ilag salim hizi, ilag yiikleme kapasitesi
kontrol edilebilmelidir. Bu 6zelliklerin saglanmasi, se¢ilen materyalin iiretim yontemine ve

kullanilan malzemeye baglidir.
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Doku iskeleleri dogal materyaller (kollajen, kitosan, jelatin) veya sentetik
polimerlerden (poliglikolid, polilaktit, polilaktat glikolat) {iretilebilirler. Dogal materyaller
dogal hiicresel ¢evreyi yakin olarak taklit edebilirler, sentetik polimerlerin ise materyal
Ozelliklerinin daha i1yi kontrol edilebilmesi gibi avantajlar1 vardir. Kontrollii ilag salim
sistemlerinde ve doku iskelelerinde hem tasiyici olarak hem de sistemde salim hizim
kontrol etmek iizere en yaygin olarak kullanilan materyallerden biri dogal polimerlerdir.
Dogal polimerlerin en biiyiik avantaji, biyolojik olarak uyumlu olmalari, toksik etki
gostermemeleri, biyolojik olarak parcalanma 6zelliginin iyi olmast ve etken maddenin
salimi bittikten sonra viicuttan uzaklastirilmasinin gerekmemesidir. Ideal bir doku
iskelesinin tiim 6zelliklerini tagtyan mitkemmel doku iskelesi halen iiretilememistir. Bunun
icin yeni malzemelerin ve iiretim sekillerinin gelistirilmesine ihtiyag vardir. Tasimig
oldugu biyouyumluluk, biyobozunurluk, toksik olmama, hiicre tutunmasi ve ¢ogalmasina
olanak saglama, antimikrobiyal etkinlik ve yaralarin hizli iyilesmesine katki saglama gibi
Ozelliklerinden dolay1 biyomedikal ile ilgili uygulamalarda siklikla tercih edilen ve dogal
bir polimer olan kitosan, tercih edilmistir.

Bu tez kapsaminda, kiire formunda kitosan kriyojel doku iskeleleri iiretim teknigi
incelenerek, tiretim siirecini etkileyen faktorler ve enjekte edilebilen mikrokiire formundaki
doku iskelelerinin diger doku iskelesi tretim tekniklerine gore avantajlari tlizerinde
durulmustur. Bu amaca yonelik olarak kriyojelasyon yontemi ile ¢apraz baglayici olarak
gluteraldehit kullanilarak, farkli konsantrasyonlarda, karistirma hizlarinda ve kriyojelasyon
sicakliklarinda kitosan kriyojel doku iskeleleri hazirlanmistir.

Kriyojeller monomerik veya polimerik baslaticilarin donmus c¢ozeltilerinde
tiretilen jel yapilaridir. Kriyojeller tipik olarak birbiri ile baglantili makro gozeneklerden
olusan agik hiicre yapisina sahiptir. Bu yapilar sayesinde farkli boyda ¢6ziinmiis maddenin
difiizyonuna, nano veya mikro partikiillerin kiitle transferine ve hatta mikroorganizma ve
hiicrelerin kiitle transfer ve diflizyon mekanizmalarina destek olacak niteliktedir. Bu
nedenle bu c¢alismada kriyojel olusma kavramindan yararlanilarak, yiizeyleri piiriizsiiz
ancak gozeneksiz mikrokiirelerin aksine, hiicre ya da ila¢ difiizyonunu kolaylastiracak,
birbirleriyle baglantili gézenekli kitosan mikrokiirelerin liretimi amaglanmaistir.

Kiire formunda iretilen kitosan kriyojel mikrokiire doku iskelelerinin

karakterizasyonu; sisme testi, ylizey yiikleri, capraz baglanma dereceleri, in vitro
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degradasyon c¢alismasi, kriyojellerin kimyasal yapisinin tayini i¢in FT-IR analizi,
kriyojellerin morfolojisinin, gézenek boyutu ve ortalama kiire ¢apinin belirlenebilmesi
icin SEM ile analizleri yapilmigtir. Yapilan ¢aligsmalar incelenerek kiire formunda kitosan
kriyojel doku iskelelerinin biyomedikal uygulamalarinda kullanilabilme potansiyeli
arastirilmistr.

Calismadan elde edilen tiim bulgularin 1s18inda mikrokiire formunda kitosan
kriyojel mikrokiirelerin enjekte edilebilir, gdzenekli, kontrollii ilag salim sistemlerinde ve

doku hasarlarinda kullanimi agisindan uygun oldugu sdylenebilir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. DOKU MUHENDISLIGi

Doku miihendisligi; calismayan, zedelenmis - zarar gOrmils veya dogustan
anormallige sahip organ veya dokularin fonksiyonlarinin desteklenmesi, gelistirilmesi
veya yeniden yapilanmasi i¢in hiicreler, doku ve organlarla iliskili tip, miihendislik ve
biyoloji bilimlerinin bir arada yiiriitiildiigli disiplinler aras1 bir caligmadir.

Hemen hemen tiim bilim dallarinin “miihendislik” ekini alarak teknolojik boyut
kazandiklar1 giiniimiizde, “doku miihendisligi” bu grubun ilk O6rneklerinden birini
olusturmaktadir (Deliloglu ve ark., 2009). ilk olarak 1987°de California Universitesi’nden
Dr. Y. C. Fung tarafindan NSF’nin (National Science Foundation) bir toplantisinda dile
getirilen doku miihendisligi terimi hiicresel biyoloji, protein kimyasi ve miihendislik
dallarinin olusturdugu disiplinler arasi bir teknolojiyi tanimlamaktadir. Hemen ardindan
Nerem tarafindan 1991°de “hiicre miithendisligi” konusunda, digeri ise Langer ve Vacanti
tarafindan 1993°te Science dergisinde “doku miihendisligi” baslig1 altinda yaymlanan iki
makale bilimsel g¢evrelerin dikkatini ¢ekmistir (Vacanti ve Langer, 1999, Lee ve ark.,
1993).

Son yillarda miihendislik ve yasam bilimlerinde kullanilan yontemleri bir araya
getirerek uygulayan, doku yenilenmesi i¢in yapay sistemlerin olusturularak yeni ve etkili
tedavi yontemlerinin gelistirilmesi umuduyla ¢ok sayida bilim adaminin ¢aligmalariyla
hizla gelismekte olan bu alan bugiin doku miihendisligi olarak adlandirilmaktadir (Lee ve
Money, 2001).

Doku miihendisligi, spesifik hiicrelerin biyopsi yoluyla hastadan alinarak,
kontrollii kiiltiir ortamlarinda, biyomimetik o6zellik gosteren iskelet yapilar (scaffold)
tizerinde iiretilmesi ve elde edilen bu yapinin hastadaki hasarli bolgeye yerlestirilerek yeni
doku olusumunun gergeklestirilmesi fikrine dayanmaktadir. Bu amagla doku miihendisligi
yaklasimi Sekil 2.1°de goriildiigli gibi {i¢ ana bileseni igerir: (1) hasarli veya yok olmus
dokuyu olusturan izole edilmis hiicreler; (2) tasiyic1 gorevi yapan ve hiicrelere destek olan
materyaller; (3) hiicre tiremesi ve farklilasmasi i¢in uyumlu sitokinler ve diger biyoaktif

faktorler (Deliloglu ve ark., 2009, Ringe ve ark., 2001).
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Sekil 2.1. Doku miihendisligi yaklasiminda {i¢ ana bilesen (Sarang ve ark., 2014)

Gilinimiizde bircok farkli alanda geleneksel tedavi yoOntemlerine alternatifler
sunan doku miihendisligi c¢alismalar1 yiiriitiilmektedir. Tip, biyoloji ve malzeme
teknolojilerindeki ilerlemeler sayesinde, doku miihendisligi klinik ihtiyacinin, artan yaslh

niifusu ile biiyiimesi ve bugiinkii 6nemini koruyacagi diisiiniilmektedir.
2.2. DOKU MUHENDISLIGI ANA BILESENLERI

2.2.1. Hucre

Doku miihendisligi uygulamalarinin temelini olusturan birimlerden biri olan hiicre
uygun dokudan izole edilerek, ozellikleri belirlendikten sonra yeterli sayr ve kalitede
laboratuar kosullarinda ¢ogaltilir.

Hiicreler, proliferasyon, farklilasma, hiicre - hiicre etkilesimi, biyomolekiiler
tretim ve hiicreler arasit matris olusturma karakteristiklerine bagli olarak doku
rejenerasyonu ve iyilesmesinde kritik bir rol oynarlar. Doku miihendisliginde kullanilan
hiicrelerin kaynaklar1 otojenik, allojenik veya zenojenik olabilir.

Otojenik hiicreler, hastanin kendi saglikli dokularindan elde edilir. Biyo
uyumsuzluk problemi yoktur, ancak aninda kullanim i¢in yeterli miktarda bulunmayabilir.
Hastanin saglikli bolgesinden aliman kendi hiicrelerinin (otolog hiicre) viicut disinda
hazirlanan hiicre kiiltiirlerinde g¢ogaltilarak yine hastanin kendisine nakledilmesi doku

miihendisliginde "Altin Standart" olarak tanimlanir (Chantal ve ark., 2000).
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Allojenik hiicreler, bagska bir insandan alinan hiicrelerdir. Bu hiicrelere karsi
biyouyumluluk problemi ve bagisiklik sisteminin reddi olabilir.

Zenojenik hiicreler, bagka bir tiirden alinan hiicrelerdir. Bu hiicrelere karsi immiin
red olabilir. Bu hiicreler yeterli miktarda elde edilebilir ancak beraberinde etik problemler
getirirler.

Doku miihendisligi i¢in ideal dondr hiicrelerde aranan Ozellikler su sekilde
siralanabilir: kaynagina kolay ulasilabilmeli, hiicrelerin popiilasyonlari, fenotipleri ve
fonksiyonlar1 degismeden artirilabilmeli, bir ¢ok organa veya dokuya spesifik hiicrelere
farklilasacak veya trans farklilasacak multipotent yapiya sahip olmali ve en az

immiinolojik cevaba neden olmalidir (Bolgen, 2008).
2.2.2. Doku Iskelesi (Scaffold)

Insan viicudu sistemlerden, sistemler organlardan, organlar dokulardan, dokular
ise hiicreler ve hiicre dis1 matristen (extra celluler matrix, ECM) olusmaktadir. Hiicre dis1
matris, hiicrelere fiziksel bir destek saglayan, hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimlerini
kontrol ederek hiicrelerin tutunmasi, ¢ogalmasi, farklilagmasi, biyolojik aktivitelerinin
saglanmasit ve matris olusumu ic¢in biyokimyasal ve biyofiziksel uyarilar1 yapmaktir
(Bayramoglu, 2009).

Doku iskeleleri ise ECM’yi1 taklit edecek bi¢imde tasarlanan, dogal materyaller
(kollajen, Kkitin, Kkitosan, aljinat, hyoluronik asit, hidroksi apatit) veya sentetik
polimerlerden (poliglikolid, polilaktit, polilaktat glikolat) ya da bu materyallerin bilesimi
ile olusan kompozit malzemelerden iiretilebilen yapilardir. Doku iskeleleri, yapay bir
“hiicre dis1 matris” olarak adlandirilabilirler (Deliloglu ve ark., 2009).

Insan viicudu gibi karistk ve hassas bir sistemde, doku miihendisligi
uygulamalarinda kullanilacak olan doku iskelelerinin sahip olmasi gereken oOzellikler
oldukca cesitlidir. Bir doku iskelesinin sahip olmasi gereken karekteristik Ozellikler
asagidaki sekilde siralanabilir (Rezwan ve ark., 2006):

v' Biyouyumluluk:  Doku iskelelerinin  hiicre infiltrasyonunu  ve
vaskiilarizasyonunu saglamasi, bdylece ev sahibi doku ile bir biitiinliilk olusturabilmesi

acisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Doku iskelelerinin hidrofilik 6zellikleri ve yiizey yiik
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yogunluklar da 6zellikle hiicre yapigmasini ve yayilmasini etkileyen 6zelliklerdir (Burg ve
ark., 2000).

v Biyobozunurluk: Hidrolitik veya enzimatik olarak viicut igerisinde
bozunmali, bozunma firtinleri ve biyodegradasyon hizi kontrol edilebilmeli ve bozunma
iriinleri toksik etki gostermemelidir. Bozunma asamali olarak gergeklesmeli yani bozunma
hizi1 ile yeni doku olusum hiz1 birbirine yakin olmalidir.

v Morfoloji: Hasarli dokunun anatomik seklini ve hacmini saglama, metabolik
artiklarin ve besin maddelerinin kolay diflizyonu, biitiin tutunma alani saglamasi agisindan
gbzenekli olmalidir. Doku iskelelerinin sahip olmast gereken bir diger ozellik ise; birbiri
ile baglantili, kontrol edilebilir gozenekli yap: sergilemeleridir. G6zeneklilik, hiicrelerin
doku iskelesinin i¢ bdlgelerine yapisip, yayilmasi ve liremesi, besinlerin aktarimi ve
atiklarin uzaklastirilmast ayrica vaskiilarizasyonun gerceklesmesi i¢in ¢ok Onemlidir.
Gozenek boyutlar1 ve sekilleri, gézeneklerin birbiri ile baglantili olmasi, gegirgenlikleri,
iskelenin implante edilecegi bolgeye uygun formda olmalidir (Dogan ve ark., 2009).

v Mekanik ozellikler: Doku olusumunun tamamlanmasi siiresince saglam dokular
arasinda yiik transferini saglayacak mekanik dzellige sahip olmalidir. Ozellikle kemik gibi
yiik tasiyan dokularin tedavisinde kullanilan doku iskelelerinin sahip olmasi gereken en
onemli 6zelliklerden biri de mekanik dayanimdir (Deliloglu ve ark., 2009, Choong ve ark.,
2004). Literatiirde kortikal ve kanseloz kemik i¢in sikistirma dayanim araligi, sirasiyla,
100 - 230 MPa ve 2 - 12 MPa olarak verilmistir (Lee ve Shin, 2007). Bu dayanim degerleri
olduke¢a yiiksektir ve ancak yogun, gozeneklilik degerleri kiiciik olan doku iskelelerinin
tiretimi ile bu mekanik 6zellikler saglanabilmektedir.

v Islenebilirlik: Kolay, ucuz, tekrarlanabilir iiretim &zelligine sahip olmas,
sterillenebilir olmasi, istenilen geometride {iretilebilmesi biiyilk Oonem tasimaktadir.
Ozellikle klinik uygulamalara yonelik doku iskelesinin uzun raf émriine sahip olmasi ve

uygulama kolaylig1 saglamasi gerekmektedir.

2.2.2.1. Doku iskelesi iiretiminde kullanilan biyomalzemeler

Biyomalzemeler; insan viicudundaki hasta, hasarli ya da eksik dokularin
islevlerini yerine getirmek ya da desteklemek amaciyla kullanilan ve doku miihendisligi
yaklasimu ile gelistirilen dogal ya da sentetik yontemlerle elde edilmis malzemeleri igerir

(Taskin ve Giir, 2004).
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Malzeme se¢imi, doku miihendisligi iiriinlerinin tasarimi ve gelistirilmesi
acisindan ¢ok onemli bir rol oynamaktadir. Hedef uygulamada kullanilacak malzemede
aranacak Ozelliklerden bazilari malzemenin biyobozunur olmasi ve implantasyon
bolgesinde enfeksiyona sebep olmamasidir. Malzeme hiicre yapigsmasini ve islevini arttirici
ylizey kimyasina sahip olmalidir. Ayrica, hiicrelerin iiremesi, farklilasmasi ve gdcliniin
yani sira besinlerin/hiicresel atiklarin difiizyonu i¢in uygun gozeneklilik yapisina sahip
olmalidir (Giimiisderelioglu ve ark., 2007). Doku iskelelerinin, dokularla uyumlu bir
sekilde kullanilabilmesi icin yiizey Ozeliklerinin fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak
dogal dokularla uyumlu olmasi gerekmektedir (Peter, 2004).

Doku iskelesi liretiminde kullanilan malzemeler; metaller, seramikler, polimerler
ve kompozit malzemeler olarak gruplandirilmaktadir. Metallerin stabilitesi yliksektir ve
sterilizasyonu kolaydir, ancak biyolojik ortamda korozyona ugrayabilmektedirler.
Seramiklerin ve kompozit malzemelerin ise biyouyumlulugu c¢ok yiiksektir, fakat
islenmeleri ve sekillendirilmeleri zordur. Biyomalzemeler i¢inde en yaygin kullanim alani
olanlar ise, polimerik malzemelerdir.

Polimerler kolay islenebilme, kullanim alanina yonelik ¢ok degisik formlarda (lif,
film, jel) ve kompozisyonlarda hazirlanabilmeleri ve dogal dokulara olan benzerlikleri
nedeniyle biyomalzeme olarak doku miihendisligi uygulamalarinda en g¢ok kullanilan
malzeme ¢esididir. Yiizey Ozellikleri fiziksel, kimyasal ve biyokimyasal olarak modifiye
edilebilir. Polimerler, doku miihendisligi uygulamalarinda etken madde salim
sistemlerinde ve doku iskelesi iiretiminde kullanilmaktadir (Hasirer ve ark., 2001).
Polimerler, kaynaklar1 ve elde edilis bigimlerine gére canli varliklardan elde edilen dogal
polimerler ve kontrol edilebilir sartlarda iiretilebilen sentetik polimerler olarak iki gruba
ayrilirlar. Sentetik polimerler, islenebilirlik ve esneklik agisindan, dogal polimerlerden
oldukca iistiin olsa da fizyolojik ortamdaki biyouyumluluklar1 dogal polimerlere gére daha
azdir (Plieva ve ark., 2008). Doku miihendisliginde yaygin olarak kullanilan baz1 dogal

veya sentetik polimerler Cizelge 2.1°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Doku iskelelerinin hazirlanmasinda yaygin olarak kullanilan dogal veya
sentetik polimerler

Dogal Polimerler Sentetik Polimerler
Kitosan Polivinilalkol, PVA
Aljinat Polistiren
Jelatin Poliakrilamit
Nisasta Polietilen
Kollajen Poliiiretan

Dekstran Poliester
Ipek Poliakrilik asit

Doku miihendisliginin temel hedefi, dogay1 taklit ederek ona uygun malzemeler
tiretmektir. Bunun i¢in en Onemli kaynak, doganin kendisinden elde edilen dogal
polimerlerdir. Dogal polimerler viicuttaki hiicre dis1 matrise (ECM) olan benzerlikleri,
yiiksek biyouyumluluklari, antijenik olmamalari, metabolize edilebilmeleri, biyolojik
olarak paracalanabilme ozelliklerinin daha iyi olmasi nedeniyle doku iskelesi iiretiminde
sentetik polimerlere gore avantajlara sahiptirler. En c¢ok kullanilan dogal polimerler
arasinda aljinat (Zhensheng ve ark., 2005), jelatin (Neeraj ve ark., 2009), ipek (Coreia ve
ark., 2012) ve kitosan (Zhensheng ve ark., 2005) verilebilir.

Bu tez ¢aligmasinda doku iskelesi lretiminde biyomalzeme olarak dogal bir

polimer olan kitosan kullanilmistir.

2.3. KITOSAN

Kitosan, yengeg, karides, 1stakoz gibi deniz hayvanlarinin ve bdceklerin
kabuklarinda, bazi bakteri ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan ve dogada seliilozdan
sonra en fazla polisakkarit iceren Sekil 2.2'de kimyasal yapisi verilen kitinin yiiksek
sicaklikta NaOH gibi giiclii bir alkali sulu ¢ozelti kullanilarak deasetilasyonu ile elde
edilen ve (1-4) bagh D-glukozamin {initelerinden olusan katyonik ve dogrusal yapida bir

biyopoliaminosakKkarittir.
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Sekil 2.2. Kitinin kimyasal bag yapisi, [(1-4)-2-asetamido-2-deoksi-B-D-glukoz]

CH.OH CH,OH CH,OH
0
0 0
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Sekil 2.3. Kitosanin kimyasal bag yapisi, [B-(1-4)-2 amino-2-deoksi-D-glukoz]

Kitosan kimyasal bag yapisinda tagidig serbest amin gruplari ve hidroksil gruplari
sayesinde sentetik polimerlerden farkli olarak bir ¢ok organik reaksiyon ile kolayca
modifiye edilebilir (Sekil 2.3). Kitosan, kolaylikla fiberlere, filmlere, kaplamalara, toz ve
cozeltilere ek olarak kiirelere doniistiirtilebilir. Kitinin yar1 kristal yapisinda yiiksek oranda
bulunan hidrojen baglari nedeniyle ¢oziiniirligli oldukca diisiiktiir, bu nedenle bircok
coziiciide ¢oziinememektedir. Yapisindaki amin gruplarindan dolayr sulu zayif asidik
ortamda ¢oziiniir 6zellige sahiptir. Ayrica serbest amin gruplari, kitosana katyonik bir
polielektrolit olma 6zelligi de kazandirmaktadir (Lalehbolaghi, 2013).

Kitosan yapisinda bulunan glikozamin ve N-asetilglikozamin sayesinde hiicre dis1
matrisin de temel bileseni olan glikozaminoglikanlarin (GAG) yapisina benzerlik gosterir.
Kitosanin sahip oldugu bu igerik hiicre yapigsmasini ve ¢ogalmasini destekleyerek doku
tyilesmesini olumlu yonde etkiler (Dagli Durukan, 2012).

Kitosan, antijenik yapida olmamasi, biyobozunur olmasi ve canli viicudu
tarafindan tamamiyla emilen zararsiz iiriinler (amino sekerler) halinde pargalanmasi, toksik
olmamasi, yiiksek biyouyumlulugu, adsorpsiyon ozellikleri ve ¢esitli tekniklerle proses

edilebilmesi sebebiyle biyomedikal uygulamalarda gézenekli doku iskelesi ve farmasotik
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teknolojide ilag salim sistemleri {iretiminde uygun bir malzeme olarak siklikla
kullanilmaktadir (Nicol, 1991). Bu uygulamalarda kitosan, mikrokiire (Sinha ve ark.,
2004), hidrojel (Narayan ve ark., 2010), film (Antonio ve ark., 2010) ve lif (Schiffman ve
Schauer, 2007) gibi birgok formda hazirlanmaktadir.

2.4. GLUTERALDEHIT

Doku iskelesi iiretiminde kullanilacak kitosanin mekanik o6zellikleri ¢ok iyi
degildir. Malzemenin bu 0Ozelligi, iki veya daha fazla molekiiliiniin kovalent bag ile
kimyasal yolla capraz baglanmasi islemi yapilarak gelistirilmektedir. Capraz baglanma
sonucunda bagimsiz polimer molekiilleri birleserek stabil, mekanik dayanimi yiiksek
yapilar olustururlar. Doku iskelelerinin degradasyonu, gézenekliligi ve mekanik 6zellikleri
capraz baglanmayla kontrol edilebilir.

Gluteraldehit kitosanin amino gruplari arasinda koprii kurarak kovalent baglarla
capraz baglanmasini saglayan biyofonksiyonel bir ¢apraz baglayici ajanidir. Sekil 2.4'de
kitosanin amino gruplari ile gluteraldehitin aldehit gruplari arasindaki ¢apraz baglanma
reaksiyonu gosterilmektedir. Gluteraldehit reaktif olmayan fonksiyonel gruplar
icerdiginden ve capraz baglanmis biyomalzemenin enzimatik bozunmasi sirasinda bu
gruplarin serbest kalmasindan dolay1 toksik etki gostermeleri sebebiyle capraz baglanma
sonucu olusan malzemelerin bu molekiillerden armnmasi i¢in ¢ok 1yl yikanmasi

gerekmektedir (Frank, 1993).

11
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Sekil 2.4. Kitosanin gluteraldehitle ¢apraz baglanma reaksiyonu
2.5. MIKROKURELER

Mikrokiireler sivi ortamlarda serbestge dolasabilen birkag pum’den mm
biiyiikliikklerine kadar degisen ¢ap dagilimina sahip kati, kiiresel partikiiller seklindeki
hiicre veya ilag yliklenebilen polimerik mikrotasiyici sistemlerdir. Bu partikiiller kontrollii
ilag salim1 ve doku miihendisligi uygulamalar1 icin sentetik veya dogal polimerlerden
hazirlanirlar. Bu polimerler arasindan en 6nemlileri Poli(laktik asit) (PLA), Poli(laktik-ko-
glikolik asit) (PLGA), Poli(glikolik asit) (PGA), Polivinil alkol (PVA)'diir (Subrata ve ark.,
2013). Bu polimerlerin disinda kollajen, jelatin gibi dogal poliamitler ve pektin, dekstran,
kitosan gibi dogal polisakkaritlerde mikrotasiyic1 sistemlerde siklikla kullanilmaktadir
(Giirsoy, 2002).

Mikrokiire iiretiminde kullanilan polimerlerde aranan biyolojik, fiziksel ve
mekanik ozellikler su sekilde 6zetlenebilir;

v" Polimerin toksik olmamast

12
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Biyolojik ¢evreyle uyumu

Kanserojen etki gostermemesi

Temas ettigi dokulara zarar vermemesi

Hiicre i¢indeki ve hiicre disindaki ortam kosullarina dayanikli olmasi

Malzemenin sisme ve elastik ozellikleri olmasi

RN NN R

Biiyiikliik, geometri ve sekil 6zellikleri bakimindan enjektér ucundan gegmeye
uygun olmasi

Kolay hazirlanabilmesi, raf dmriiniin uzun olmast

Viicut sivilarina kars1 dayanikli olmasi

Hedef dokuya yada organa en kisa siirede ulasabilmesi

ASERNERNERN

Kontrollii salim sistemleri i¢in yiiksek ila¢ yiikleme kapasitesine sahip olmasi ve
salim hizinin kontrol edilebilmesi
v' Capraz baglayicilar ve toksik safsizliklar gibi hazirlanmalarinda kullanilan
kimyasallardan tamamen uzaklastirilabilmesi
v Birbirine yapigsmadan bagimsiz hazirlanabilmesi (Kiigiikbalci, 2011).

Mikrokiirelerin etki yerine hedeflendirilmesi pasif ve aktif hedeflenme olmak
tizere iki farkli yolla saglanabilmektedir. Pasif hedeflenme, mikrokiirenin enjeksiyondan
sonra viicuttaki dogal dagilimi ile olusurken, aktif hedeflenme mikrokiire ylizeyine
baglanan, spesifik tanima 6zelligine sahip biyomolekiiller ile viicudun istenilen bolgesine
hatta spesifik hiicrelere yapilan hedeflemedir (Esirgen, 2007).

Mikrokiirelerin eczacilik, kozmetik, biyoteknoloji, gida ve saglik sektorlerinde
uygulama alanlart olduk¢a genistir. Bununla birlikte ilag veya gesitli biyomolekiillerin
tasiniminda kullanilan mikrokiireler, kontrollii salim yapmalar1 nedeniyle bir¢ok tedavi
edici uygulamada da umut vaat edici olmustur (Esirgen, 2007). Son zamanlarda
mikrokiireler gelisen teknolojiyle birlikte doku miihendisligi uygulamalarinda sahip
olduklar1 cerrahi uygulama gerektirmeyen enjekte edilebilir 06zellik sayesinde de
arastirmacilar tarafindan siklikla kullanilmaya baslanmistir (Fanga ve ark., 2014).

Enjekte edilebir kiire formundaki doku iskeleleri olarak adlandirilan bu
sistemlerin sahip oldugu avantajlar;

v Cerrahi operasyon siiresinin daha kisa olmasi,

v Cerrahi operasyon sirasinda kas dokusuna verilen zararin en az olmasi

13
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Ameliyat sonras1 agrinin daha az olmasi, yara boyutunun kii¢iik olmasi
Daha hizl1 bir iyilesme siirecinin olmast

Minimum maliyetle gergeklestiriliyor olmasi

SRR NERN

Hiicre tasiyiciliginin yani sira hedef organ ya da dokuya kontrollii ilag saliminin
da gergeklestirilebilmesi
v Diizensiz sekil veya boyuttaki defektleri doldurabilmesi seklinde siralanabilir.
Yapilan arastirmalar sonucu mikrokiiresel sistemlerin kanser kemoterapisi, insiilin
ve diger peptid/protein salim sistemleri, hormon salimi, bagisiklik kazandirma ve
enfeksiyonlarin tedavisi (antiviral ajanlar, antibiyotikler, antifungal ajanlar, antiparazitler
kullanilarak) alanlarinda da uygulama ¢aligmalarinin oldugu bilinmektedir (Goniil, 2004).
Kullanim amacina gore; geometrik sekilleri, boyut ve boy dagilimi, yogunlugu,
yiizey veya yigm yapisi, gozenekliligi, verimi, biyouyumlulugu, toksisitesi ve
sterilizasyonu uygulama alani se¢iminde onemli dlgiitlerdir (Kiigiikbalci, 2011). Bunlarin
yant sira sisme ve elastik 6zellikleri, cekme sikistirma ve kayma gerilimine kars1 direnci,
yirtilma ozelligi gibi birtakim ozelliklerinin bilinmesi, polimerin viicuttaki davranisini

takip etmek agisindan incelenen 6zelliklerindendir.
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2.5.1. Mikrokiire Uretim Teknikleri

Mikrokiirelerin hazirlanmasina yonelik c¢esitli c¢alismalar incelendiginde farkl
dogal veya sentetik degisik gruplarda polimerlerin kullanilarak hazirlandigr pek cok
teknigin oldugu goriilmektedir. Cesitli kaynaklardan derlenen bu yontemler Sekil 2.5'de

Ozetlenmistir.
MIKROKURE
v Kimvasal
Ca=iei Anvonlarla WMikropartiliilar Isil Capra= Capraz
Buharlastiuma Etkilagim Kaplama Baglanma Batlanma
Ivonotropik Islak Faz Eoasarvasvon Gluteraldzhit Formaldzhit Genipin
Jelasvon Inversivon
Tekli Coklu
Emiilsivon Emiilsiyon

Sekil 2.5. Mikrokiire hazirlama yontemleri
Bunlar arasindan kimyasal ¢apraz baglanma yontemi kolay uygulanabilirligi ve
tiretim verimi yiiksekligi ile diger yontemlerden ayrilmaktadir (Baykara ve Yiiksel, 1991)
2.5.1.1. Coziicli buharlagtirma yontemi

Mikrokiire hazirlanmasinda organik ¢oziiclilerde c¢oziinebilen polimerlerin
kullanilmastyla uygulanan bu ydntem sirasiyla emiilsiyon ve siispansiyon olusumu

seklinde iki asamada ger¢eklesmektedir. Hazirlanan polimer ¢ozeltisi ylizey aktif madde
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iceren ve polimer ¢ozeltisi ile karigmayan sivi fazda dagitilir. Boylece emiilsiyon olusur.
Karigimdaki organik ¢oziiciiniin 1s1 ile uzaklagsmasi saglanarak sistem bir slispansiyon
sekline doniislir. Coziicliniin buharlagsmasi ile olusan kati, kiiresel partikiiller seklindeki

mikrokiireler filtrasyonla ayrilir. Sekil 2.6'da bu yontem sematik olarak gosterilmistir.

2 VWitksek Hizda
f';; //‘35 ) Lr . Kanstrma
By O
f"}
*l' R Polimerik
P e s " " Partilciillar
[ ]
. L * = Yiizey Altif Madda
Igeran DispersivonFaz

Organik Céziiciinim

X X I I Lr ] X X X — Buharlagman
- -
- - - Eat
I * Mikroldiraler
[ ]
LI . =

Sekil 2.6. Coziicii buharlastirma yontemi ile mikrokiirelerin hazirlanma islemi

2.5.1.2. Anyonlarla etkilesim

Bu yontemin kapsadigi li¢ alt yontem bulunmaktadir: iyonotropik jelasyon, 1slak
faz inversiyon ve koaservasyon.

Iyonotropik jelasyon; aljinik asit, dekstran siilfat, seliiloz siilfati amino dekstran
gibi poliiyonik yapidaki bir polimerin uygun bir ¢oziiciide ¢oziindiiriilerek kalsiyum,
baryum, magnezyum gibi zit yikli bir capraz baglayict iyon ile reaksiyonu sonunda
jellesmesine dayanir.

Islak faz inversiyon; bu yontemde, asidik asit igerisindeki kitosan ¢ozeltisi, sivi

bir ¢apraz baglayici olan sodyum tripolifosfat ¢dzeltisine damlatilmistir. Olusan
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mikrokiireler %35 etilen glikol diglisidil eter ile c¢apraz baglanmistir. Son olarak
mikrokiireler yikanmis ve gdzenekli kitozan mikrokiireleri olusturmak icin dondurularak
kurutulmustur. Koagiilasyon ortaminin pH’min degistirilmesi, kitosan mikrokiirelerinin
gbzenek yapisini degistirebilmistir.

Koaservasyon, farkli ylikteki iki polimerin birlikte notralizasyonundan olusan bir
faz ayrimidir. Sulu ¢ozeltide belirli pH’ta ve belirli sicaklikta polimer emiilsifiye edilir ve
damlaciklar olusturulur, daha sonra bu ¢6zeltinin {izerine ayn1 kosullardaki zit yiikli diger
polimer ¢ozeltisi ilave edilir. Ilave edilen polimer damlaciklarin etrafini sarar, sicakligin
degistirilmesi ve c¢apraz baglayict ajanin ilavesiyle zit yiikli polimer, damlaciklarin

etrafinda sertlesir ve mikrokiireler olusur.

2.5.1.3. Mikropartikiiler kaplama

Bu yontem, dnceden olusturulmus mikropartikiillerin segilen polimer (kitosan) ile

kaplanmasi esasina dayanir.

2.5.1.4. Isil ¢apraz baglanma

Emiilsiyon 80 - 190°C arasinda belirli bir siire karistirilarak 1sitilir. Bu islemle
protein molekiillerinin arasinda ve molekiillerin iginde bulunan serbest siilthidril gruplar
tizerinden disiilfit baglar1 olusturarak capraz baglanma saglanir ve ardindan sicakligin
etkisiyle ortamdaki su buharlasarak kati partikiiller seklindeki mikrokiireler elde
edilmektedir. Capraz bag olusumu emiilsiyonun sicaklik derecesi ve uygulama siiresi ile

dogrudan etkilenmektedir (Anthony ve Yapel, 1985).

2.5.1.5. Kimyasal ¢apraz baglanma

Bu yontemde polimerin ¢oziilmesiyle elde edilen su fazi, yag faz ile karistirilarak
bir emiilsiyon olusturulur ve olusan bu emiilsiyona gluteraldehit, fomaldehit, genipin gibi
capraz baglayici bir ajanin ilave edilerek stabil mikrokiire formunun olusturulmasi esasina
dayanir. Yontemin asamalar1 Sekil 2.7'de sunulmustur.

Organik ve sulu fazlardan olusan bu teknikte, en az iki fazdan olusan tekli
emiilsiyon (yag/su veya su/yag) veya ili¢ fazdan olusan ¢oklu emiilsiyon (su/yag/su veya

yag/su/yag) seklinde olusturulan ortamlarda  mikrokiire sentezlenmektedir. Tekli
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emiilsiyonda, yagl fazin damlaciklar1 sulu fazda dagilirsa, bu emiilsiyon tiirii suda yag
(Y/S) sulu fazin damlaciklar1 yagl fazda dagilirsa yagda su (S/Y) emiilsiyon tiirii hazirlanir
(Schmidt ve Lamprecht, 2009). Coklu emiilsiyonda, suda yag (Y/S) birincil emiilsiyon
olusumu ve birincil emiilsiyonun yag/su/yag (Y/S/Y) emiilsiyonu olusturmasi i¢in dis yagl
faza eklenmesi ve daha sonra capraz baglayict eklenmesi ve organik solventin
buharlagsmasini igerir (Pavanetto ve ark., 1996). Emiilsiyonlar birbiriyle ¢6ziinmeyen iki
stvidan olusan kolloidlerdir. Yiizey aktif madde varliginda biri digerinin igerisinde disperse
olur (Patravale ve Date, 2009).

Bu yontemde emiilsiyonun dis fazi olan yag fazinin olusturulmasinda zeytin yagi,
aycicek yagi, pamuk tohumu yagi, hint yagi gibi bitkisel yaglarin disinda petrol eteri,
toluen, kloroform gibi organik ¢oziiciiler ve sivi parafin, balmumu gibi mumsu maddeler
kullanilmaktadir (Li ve ark., 2008). Yag fazi; aseton, kloroform, etil alkol gibi ¢oziiciiler
kullanilarak uzaklastirilir.

Mikrokiireler hazirlanirken yag fazi icinde dispersiyonun saglanabilmesi igin
yiizey aktiflestirici maddeler (siirfaktan) de kullanilmaktadir. Sivi damlaciklar uygun bir
stirfaktan kullanilarak stabilize edilmektedir. Suda, sulu bir ¢ozeltide veya susuz bir
ortamda ¢oziindiiklerinde sivi ylizeyini kiiciilten daha dogrusu yiizey gerilimini azaltan
maddelere yiizey aktif madde denir.

Bu yontemde, 6rnegin, ¢apraz baglama ajaninin aldehit gruplar1 polimerin islevsel
amino grubu ile ¢apraz baglanarak damlaciklarin sertlesmesi ile mikropartikiil olusumu
saglanir. Kullanilan ¢apraz baglayict maddenin derisimine ve reaksiyon siiresine gore elde
edilen mikrokiirelerin pargalanma siireleri, dolayisiyla etkin madde salimi siiresi

degismektedir.
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Polimear Cozaltisi Capraz Baglavica
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Sekil 2.7. Kimyasal ¢apraz baglama yontemi

2.6. HIDROJEL

Hidrojeller su ile sisebilen, {i¢ boyutlu ¢cok miktarda su ve biyolojik sivilart
absorplayabilen, polimerlerin termal degisim, kimyasal c¢apraz baglama ya da
fotopolimerizasyon gibi degisik yontemler kullanilarak kimyasal veya fiziksel capraz
baglanmasiyla olusan, hidrofilik ag yapisindaki 6zel polimerlerdir. Hidrojellerin iig
boyutlu ag yapist Sekil 2.8'de gosterilmistir. Hidrojel zincirleri arasindaki capraz
baglanma; kovalent baglar, hidrojen baglari, Van der Waals etkilesimleri veya fiziksel

gecisler seklinde olabilir (Peppas ve Mikos, 1986).

, Cézicii Su
“ Molekiilleri

Sekil 2.8. Hidrojelin polimerik ag yapisi

19



Demir, D. 2014. Kiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

Hidrojeller, li¢ boyutlu yapilarin1 uygun kosullarda koruyan jeller olup
¢oziinebilen bir polimerin su ile karistirilmasi ve ortama ¢apraz baglayici ajanin eklenmesi
ile elde edilirler, ¢evreden gelen uyarilara, 6zelliklerini veya seklini degistirerek cevap
verebilmeleri nedeniyle akilli jeller olarak da nitelendirilebilmektedir (Yong ve Kinam,
2001).

Hidrojeller; fizyolojik kosullarda, istenilen siirede, belirlenen sekillerine hizla
ulagirlar, biyouyumludurlar, biyolojik sistemlerin yapisina benzer olarak yapilarinda su
bulundururlar, capraz baglanmis hidrofilik polimer ag yapisina sahiptirler, hiicreleri
barindirabilirler, immobilize edebilmelerinin yani sira su, besin ve metabolik atiklarin
difiizyonuna da olanak tanirlar.

Hidrojeller, farmakolojide kontrollii ilag salim sistemlerinde ve doku
mihendisliginde doku iskelesi olarak kullanilmaktadir. Polimerik jeller gibi
sekillendirilebilirler, en biiyiikk avantajlar1 ise enjekte edilebilmeleridir. Hidrojellerin
hiicrelerin immobilizasyonu i¢in uygun ii¢ boyutlu destek matris saglayabildikleri
kanitlanmistir. Ancak hidrojeller kiiciik gozenek ¢aplarina ve gbzenek yapilarina bagh
olarak heniiz li¢ boyutlu doku biiylimesini tam anlamiyla destekleyememektedir. Bir cogu
biyobozunur degildir veya degradasyon hizlari doku yenilenme hizi ile uyumlu

olmadigindan doku olusumunu desteklemede yetersizdir.

2.7. KRIYOJEL

Hidrojellerin bir tiirii de biyoteknolojide biiylikk bir Oneme sahip olan
kriyojellerdir. Kriyojeller (ya da sifirin altindaki sicakliklarda tiretilen jeller), monomerik
veya polimerik baglaticilarin donmus ¢ozeltilerinden iiretilen, gézeneklilik derecesi kontrol
edilebilen jel yapilaridir (Plieva ve ark, 2008).

Kriyojeller tipik olarak birbiri ile baglantili makro gozeneklerden olusan acik
hiicre yapisina sahiptirler. Kriyojelin ag yapis1 lizerinde goriilen makro gdzenekler,
kriyojeller igerisinde difiizyonun etkin bir bigimde ger¢eklesmesine ve nano ve mikro
boyuttaki partikiillerin kiitle transferine katkida bulunur (Bdlgen ve ark., 2008). Bu birbiri
ile baglantili gézenekler Sekil 2.9'da goriilmektedir.
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Capraz

A > Bag
Donmus Su Molekiillerin

Olusturdugu G ozenekler

Sekil 2.9. Kriyojelin polimerik ag yapisi

Kriyojellerin olusumu ¢oziiciiniin  donma noktasinin altinda gerceklesir.
Boylelikle zamanla ¢oziiclinlin biiylik bir kismi donup birbirine bagli buz kristalleri
olustururken, bu buz kristallerinin etrafinda donmamuis sivida bulunan monomerler ve
baglaticilar polimerleserek buz kristallerinin etrafinda bir ag yapi olustururlar. Donmus
¢oOziicii kristalleri gézenek olusturucu ajan olarak gorev goriir. Polimerlesmeden sonra
donmus karisim oda sicakligina getirildiginde buz kristalleri erir ve makrogdzeneklere
sahip polimer ag yap1 elde edilir (Bereli ve ark., 2008). Kriyojel iiretiminin gematik

gosterimi Sekil 2.10'da verilmistir.
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/ ... Monomerler ve baslaticilar \

A- ¢ Buz kristalleri

j‘ﬁv}f Polimerizasyon baslangic asamasi
. Polimerik jel
\ ‘, Makro gozenekler /

Sekil 2.10. Kriyojel tiretiminin sematik gosterimi: (1) Donma; (2) Polimerlesme; (3) Erime

Kriyojellerin siingerimsi yapisi, makrogézeneklere sahip olmasi, ince film,
monolitik kolonlar, disk, boncuk gibi farkli sekillerde iiretilme kolayligi, mekanik
kararliliklar1 ile de bir araya gelerek bu jelleri biyoteknoloji ve biyomiihendislik alaninda
benzersiz biyomalzemeler haline getirmistir (Anuj Tripathi ve ark., 2010)

Kriyojelasyon prosesi; donma siiresi, donma sicakligi, soliisyondaki polimerin
baslangic konsantrasyonu, ¢oziicii cinsi, ¢0ziinen veya c¢oOziinmeyen katki maddeleri,
capraz baglayicinin tiirii ve konsantrasyonu, oérnek boyutlar1 gibi faktorlere baglidir (Plieva

ve ark., 2005).

2.7.1. Kriyojel Yapisina Etki Eden Faktorler

Dondurma rejimi: Kriyojellerin makro gozenekleri yiizlerce mikrometre
boyutunda olabilir. Gézenek boyutu kriyojenik rejime bagh olarak degisir. Dondurma
sicakliglr ne kadar diisiik olursa, daha fazla kiiciik boyutlu ¢oziicii kristalleri olusur ve
boylece daha kiiciik boyutlu gozenekler olusur (Lozinsky ve ark., 1989).

Diistik sicakliklarda, donmamis sivi mikrofazin hacmi azalir ve bdylece daha ince
fakat daha yogun gozenek duvarlari olusur. Bunun nedeni, jel baslaticinin

kriyokonsantrasyonun donmamis mikrofazda artmasi ve hacminin azalmasidir. Dondurma

22



Demir, D. 2014. Kiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

sicakligi ne kadar yiiksek ise, biiyliyen buz kristallerinin boyutu o kadar biiyiiktiir ve bunun
sonucu olarak, daha genis gozenekli kriyojeller hazirlanir.

Ancak, yiiksek dondurma sicakligi uygulanan kriyojelasyon rejimlerinde,
¢Ozeltinin donmayarak siiper soguk duruma gelme riski vardir. Bu yiizden, sicaklik
reaksiyon karisimini donduracak sekilde ayarlanmali ve yiiksek dondurma sicakliklarindan
kaginilmalidir (Plieva ve ark., 2005).

Capraz baglanma orani: Kriyojeller hazirlanirken ne kadar az miktarda g¢apraz
baglayic1 kullanilmis ise, yani yapidaki ¢apraz bag orani ne kadar az ise, suda sisme o
kadar fazladir. Capraz baglayicinin fazla kullanilmas1 goézenekliligi ve gézenek boyutunu
azaltacaktir. Fazla miktarda kullanilan c¢apraz baglayicti sonucunda, kriyojel
muhteviyatinda reaksiyona girmeden kalacak c¢apraz baglayicinin tamamiyle
uzaklagtirilamamast durumunda hiicreler i¢in toksik etki yaratabilecektir.

Konsantrasyonun etkisi: Baslangi¢ reaksiyonunun konsantrasyonu ne kadar
yiiksek ise daha yogun ve kirillgan matriksler elde edilir, baslangi¢ konsantrasyonu
azaltildikga matriksler daha elastik ve siingerimsi bir yapt gostermeye baglarlar.
Konsantrasyonun yiiksek olmasi gozenekliligi azaltarak goézenek boyutunu diisiirecek

sekilde etki gostermektedir (Kumar ve ark., 2006).

2.7.2. Kriyojellerin Hidrojellerden Farklar1

Kriyojelasyon 1ile fretilen polimerik materyallerin morfolojik yapilart oda
sicakliginda hazirlanmis hidrojeller ile karsilastirildiginda oldukca farklidir. Hidrojel
seklini koruyabilen bir yapiya sahip degil iken, kriyojel tiretildigi silindirik kabin seklini
alarak, muhafaza etmektedir. Mekanik mukavemet bakimindan kiyaslandiginda ise hidrojel
mekanik o0zellik olarak c¢ok =zayiftir ve kuvvet uygulandiginda eski sekline geri
donememektedir. Kriyojel ise polimer ve ¢apraz baglayici konsantrasyonuna bagli olarak
yiksek mekanik kuvvet altinda dahi bitiinliginii koruyarak, mekanik kuvvet
kaldirildiginda eski sekline geri donebilmektedir. Hidrojel ve kriyojel doku iskelelerinin

sahip olduklar1 6zellikler Cizelge 2.2'de 6zetlenmistir.

23



Demir, D. 2014. Kiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

Cizelge 2.2. Biyopargalanabilir dogal polimerlerle hazirlanan hidrojel ve kriyojel
doku iskelelerinin karsilagtirilmasi

Ozellikler Hidrojel Kriyojel
Stabilite Diusiik Yiiksek
Mekanik dayaniklilik Diisiik Yiiksek
Gozeneklilik Derecesi Diisiik Yiiksek
Sekil Jel Stinger
Hazirlama Siiresi Kisa Uzun

2.8. MIKROKURELERIN BIYOMEDIKAL UYGULAMALARI

2.8.1. Kontrollii Etkin Madde (flag) Salimi Calismalar

Kontrollii ila¢ salim calismalarina 1950’lerde tarim ilaglar1 ile baglanmistir. 1960
’larda denemeler tip alanma da girmistir. Ilk calismalarda etken madde diyaliz tiipii veya
silikon kaucuk icine konmustur. 1970’lerde calismalar biiyiik molekiillii ilaglarin (M, >
600) kat1 polimerlerden stirekli salimi yoniinde olmustur (Langer ve Folkman, 1976).

Genta ve ark. (1998), Su/Yag tipi emiilsiyon faz kimyasal ¢apraz baglama
yontemi kullanarak gluteraldehit ile ¢apraz baglanmis kitosan mikrokiirelerin mukozaya
yapisma Ozeligini karakterize etmislerdir. Gluteraldehitin %7, 10, 15 ve 25 (v/v)
konsantrasyonlarinda %>5'lik  (w/v) kitosanin sivi  parafin:aycicek yagi:Span 80
bilesiminden olusan yag fazi iginde oda sicakliginda hazirlamiglardir. Ilag yiiklenmemis
kitosan ¢ozeltilerinden mikrokiire olusumu saglanmamastir.

Kumar ve ark. (2002), depo olusturan etkin madde salim sistemi olusturmak igin,
bovin serum albumin ve kitozana curcumin (%79.49 ile %39.66 arasi) eklemistir.
Mikrokiireler, dogal polimerlerin kimyasal ¢apraz baglanmasiyla birlestirilen emiilsiyon
¢oziicii buharlagtirma ydntemiyle hazirlanmistir. Capraz baglama ajani konsantrasyonu,
etkin madde saliminda 6nemli etkiye sahip olmustur.

Shu ve Zhu (2002), modifiye bir kitosan ¢apraz baglama yontemi gelistirmistir;
diisiik 1sida koyulastirilan kitosan/jelatin mikrokiireleri, anyonlarla (siilfat, sitrat ve
tripolifosfat) ve dnceden hazirlanmis kitosan mikrokiireleriyle ¢apraz baglanmistir. Siilfat

ve sitrat ile ¢apraz baglanan kitosan mikrokiireleri deneysel gastrik sivida sismis ve
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boylece model etkin madde (riboflavin) 5 saatte salinmustir. Intestinal sivida ise
mikrokiireler biiziilme gostermis ve etkin madde salimi daha yavas olmustur (salim
yiizdesi, 24 saatte %70’den azdir). Bununla birlikte, tripolifosfat/kitosan mikrokiirelerinin
sismesi ve etkin madde salimi, genellikle ortam pH’sina kars1 hassasiyet gostermemistir.
Tripolifosfat ve sitrat (veya siilfat) karisimi ile ¢apraz baglanan kitozan mikrokiireleri ise
sadece iyi sekle sahip olmakla kalmayip ayni zamanda gelismis pH hassas salim 6zellikleri
gostermistir. Bu sonuglar, iyonik olarak ¢apraz bagli kitosan mikrokiirelerinin, mideye 6zel
etkin madde saliminda faydali olabilecegini gdstermektedir.

Roy ve ark. (2009), model ilag olarak secilen mefenamik asit yiiklii kitosan
mikrokiireleri, sitrik asit ile kimyasal ve 1sil c¢apraz baglama yontemlerini bir arada
kullanarak sentezlemislerdir. Emiilsiyon i¢in yag fazi, susam yagi:sivi parafin:Span 85 ile
olusturulmustur. Ortalama kiire cap1 102.72 + 3.99 ve 324.39 &+ 2.93 um araliginda degisen
mikrokiirelerde polimer, ¢apraz baglayici, slirfaktan miktar1 degisimlerinin mefenamik asit

salim kinetigi {izerine etkisini incelemislerdir.

2.8.2. Enjekte Edilebilir Doku Iskelesi Calismalar1

Maia ve ark. (2004), yiiksiiz mikrokiireleri poli hidroksibiitirat (PHB) polimeri ile
yag i¢inde su emiilsiyonu olusturarak, ¢oziicii buharlastirma yontemi ile elde etmislerdir.
Bu c¢alismada, polimer ve isletme parametrelerinin mikrokiire boyutu, yiizey alani, zeta
potansiyeli, ylizey morfolojisi ve mikrokiire degradasyonu gibi mikrokiire 6zelliklerini
nasil etkiledigi iizerine degerlendirmeler yapilmistir. Sonuglardan, mikrokiire boyutunu
etkileyen en dnemli parametrenin emiilsiyon faz i¢indeki siirfaktan miktar1 olduguna karar
verilmistir.

Kang ve ark. (2005), tarafindan kikirdak doku miihendisliginde minimum invaziv
etki ile ortopedi operasyonlarinda kullanilacak PLGA-PVA mikrokiire enjekte edilebilir
doku iskelesi hazirlanmistir. In vivo deneylerde farelerin sirt bolgelerinde deri altina
enjeksiyon uygulanarak hiyalin kikirdak olusumu incelenmistir. Oda sicaklifinda
gerceklestirilen ve sirasiyla emiilsiyon, evaporasyon, yikama ve kurutma basamaklari

uygulandiktan sonra olusan mikrokiirelerin SEM goriintiileri Sekil 2.11°de verilmistir.
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Sekil 2.11. PVA ve PLGA mikrokiireleri

Huss ve ark. (2007), doku rejenerasyonu igin biyolojik olarak pargalanabilir
makro - gozenekli, kiire formunda jelatin doku iskeleleri tiretmislerdir. Sekiz saglikli
goniillityle yapilan invivo deneylerde, makro gdzenekli jelatin kiirelerin enjeksiyonu ile
hyaliironik asit enjeksiyonu karsilastirilmistir. Implantasyon bélgesi ve ¢evre dokulardan 2,
8, 12, ve 26 hafta sonra alinan 6rnekler (bagisiklik) histolojik sonuglar bakimindan analiz
edilmistir. Hyaliironik asit enjeksiyonu sonucu, mikrokiireler ile deri dokusu arasindaki ara
yiizeyde olusan kolajen lifler ve hiicreler sikismistir. Bu da hedef bolgede doku
yenilenmesine imkan vermemistir. Makro gozenekli jelatin kiireler ise 2 hafta sonra
fibroblastlar ile dolmaya baslamistir. 8 hafta sonra kiireler tamamen deri dokuyu {iireten
fibroblastlar tarafindan doldurulmustur.

Zhao ve ark. (2010), kemik doku miihendisligi i¢in kok hiicre ile desteklenmis
mekanik olarak giiclii enjekte edilebilir doku iskeleleri tiiretmeyi amaclamiglardir.
Kalsiyum fosfat ve insan gobek kordonu mezankimal kok hiicreleriyle kombine edilmis
hidrojel mikrokiireler enjekte edilebilir 0Ozelliktedir. Enjeksiyondan sonra yapinin
stingerimsi kemik dokuya benzer mekanik 6zellik gosterdigi ve ortopedik ameliyatlarda
kemik rejenerasyonunda kullanilmak tizere gelistirlmesi gerektigi sonucuna varilmistir.

Huang ve ark. (2012), hiicre tutunmasina olanak saglayan gézenekli poli(D,L-
laktik-ko-glikolik asit) kiireleri mikro akiskan bir tiip kullanarak yagda su emiilsiyon fazi
ile iiretmislerdir. Bu sekilde elde edilen ve ardindan insan amniyotik sivis1 kok hiicreleri
(hAFSCs) ile mikro doku iskeleleri olusturmak icin kombine edilen kiireler, 6zellikle
oksijen ve besin ulagimini kolaylagtiracak homojen ve birbirine bagli gézenekli bir yapiya
sahiptir. Kiireler icinde farklilasip ¢ogalan hAFSC kok hiicreleri, kiirelerin gdzenekli

yapilarindan dolayi ii¢ boyutlu bir hiicre dig1 matrisin olusumuna izin vermislerdir.
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Fang ve ark. (2014), PLGA ve kitosan polimerleri arasindaki elektrostatik
etkilesimden yararlanarak irettikleri polielektrolit enjekte edilebilir gézenekli mikrokiireler
ile kemik rejenerasyonu iizerine yaptiklari ¢alismada; -20°C'de %2 (w/v) konsantrasyona,
ortalama kiire capr 47.5 + 5.4 um olan mikrokiireler iretmislerdir. Urettikleri
mikrokiireleri PLGA ile muamele ederek, aralarindaki elektrostatik kuvvetten yararlanarak
PLGA kitosan mikrokiirelere absorplanmistir. Gézenekli yapiya sahip olan bu kiireler
kondrosit hiicreleriyle iyi bir etkilesim gostermis ve deri altina enjeksiyonla yerlestirilen
kitosan/PLGA (PEC) mikrokiirelerin, 8 hafta sonra kikirdak matrisi trettigi goriilmustiir.
Bu sonuglar, yeni gozenekli bir kitosan/PLGA (PEC) mikrokiireleri kikirdak doku
mihendisligi i¢in enjekte edilebilir doku iskelesi olarak kullanilabilir oldugunu

gostermektedir.

27



Demir, D. 2014. Kiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. MATERYAL

Bu tez calismasinin gergeklestirilmesi amaciyla kullanilan materyaller asagida

sunulmustur.

3.1.1. Mikrokiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretiminde Kullanilan

Kimyasal Malzemeler

3.1.1.1. Kitosan

Basta gida, kozmetik, ziraat, tip, kagit ve tekstil olmak iizere bir¢ok endiistri
dalinda kullanim alanina sahip olan kitosan, yengec, karides gibi kabuklu deniz
canlilarinda bulunan kitinin deasetilasyonuyla elde edilen lineer bir aminopolisakkarittir.

Bu calismada, yengec kabuklarindan elde edilen yiiksek molekiil agirligma ve
yiiksek viskozite 6zelligine sahip kitosan (Sigma Aldrich, USA) kullanilmistir.

3.1.1.2. Gluteraldehit

Gluteraldehit, proteinlerin ¢apraz baglanmasinda kullanilmasinin yani sira;
histokimya, enzim teknolojisi, kimyasal dezenfeksiyon ve sterilizasyon, biyomedikal,
eczacilik bilimi ve deri endiistrisi gibi ¢esitli alanlarda genis kullanim alanina sahiptir.

Bu calismada kitosanin ¢apraz baglanmasinda gluteraldehit (%25, v/v, Merck

Almanya) kullanilmistir.

3.1.1.3. Span 80

Tip ve ilag biliminin yani sira kozmetik, boya, tekstil sanayinde kullanilan
emiilsiyonlagtirict ve sabislestirici bir ajandir. Bitkisel veya hayvansal kokenli normal bir
yag asidi olan oleik asit ve sorbitolden iiretilir. Koyu sar1 ile kahverengi arasinda bir renge
sahiptir ve goriiniim olarak bali andirmaktadir

Bu c¢alismada kullanilan Span 80 (Sorbitan monooleate), Croda (Tiirkiye)

firmasindan hibe ile saglanmistir.
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3.1.1.4. Petrol eteri

Bu c¢alismada emiilsiyon olusumunda yag fazin bilesenlerinden biri olarak ve
tiretilen mikrokiirelerin yikanmasinda kullanilan petrol eteri, Emir Kimya (Tiirkiye)

firmasindan alinmstir.

3.1.1.5. Bitkisel yag
Emiilsiyon fazin olusturulmasinda bitkisel yag olarak, ticari olarak satilan

zeytinyag1 ve aygicegi yagi kullanilmigtir.

3.1.1.6. Asetik asit

Asetik asit bir organik asittir, sirkeye eksi tadin1 ve keskin kokusunu vermesiyle
bilinmekte ve dogada karbonhidratlarin yiikseltgenmesiyle olusmaktadir. Polimer
cozeltilerini hazirlama siirecinde kitosan, asetik asit (%100, v/v, glacial) (Merck,

Almanya) i¢inde % 0.5, 1 ve 2 (w/v) konsantrasyonlarinda ¢oziilmiistiir.

3.1.1.7. Etanol

Etil alkol olarak da bilinen etanol, renksiz ve yanici bir kimyasal bilesiktir. Bu tez
caligmasinda, kriyojel mikrokiirelerin yikama igleminde etanol (Sigma-Aldrich, USA)
kullanilmistir.

Deneyler kapsaminda; cozeltilerin hazirlanmasinda asetik asit ve distile su,
olusturulan mikrokiirelerin yikanmasinda ise sirasiyla petrol eteri, etanol ve distile su

kullanilmistir.

3.1.1.8. Ninhidrin ¢6zeltisi

Ninhidrin, kimyasal formiilii CsH;COC(OH),CO, mol kiitlesi 178.1 g olan, amino
asitler, peptitler ve proteinlerin taninmasinda (mavi - menekse renk) kullanilan renksiz
kristal yapida bir maddedir.

Bu tez calismasinda, kitosan mikrokiirelerin serbest halde bulunan amino ve
karboksil gruplariyla birlikte verdikleri reaksiyonlara dayanan capraz baglama derecesinin
belirlenmesinde  kullanilmistir.  Ninhidrin =~ ¢Ozeltisinin  hazirlanmasinda  kullanilan
kimyasallar:

Sitrik asit (Emir Kimya, Tiirkiye)

Sodyum hidroksit (Sigma Aldrich, ABD)
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SnCl,. 2H,0 (Sigma Aldrich, Isvicre)
Ninhidrin (Sigma Aldrich, Hindistan)
Etilen glikol monometileter (Sigma Aldrich, Almanya)
Etanol (Emir Kimya, Tiirkiye)
Glisin (Sigma Aldrich, Belgika)
seklindedir.

3.1.2. Mikrokiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretiminde Kullanilan

Cihazlar

Calismada kullanilan temel laboratuar cihazlari sirasiyla verilmistir;
Kriyostat (WiseCircu WCR — P6 CFC 404 A, Wisd Lab. Inst., Almanya)
Mekanik karistirict (Velp Scientifica, Digital Overhead Strirrer-DLS, Italya)
Siringa Pompasi (New Era Pump Systems, NE-300, ABD)

UV spektrofotometresi (Chebios, Optimum-one Uv&Vis, Italya)

Temel cihazlarin yani sira su cihazlarda kullanilmistir;

Isitmali su banyosu (Daihan Scientific CO. LTD., WiseBath WB-22, Kore)
Manyetik karigtirici (Heldolph Instruments, MR Hei-Standart, Almanya)
pH metre (Mettler Toledo, Portable pH meter SG-23, ABD)

Etiiv (Elektro.mag, M420-P, Tiirkiye)

Analitik hassas terazi (Ohaus Corp. Pine Brook, AR2140, Cin)

Buzdolab1

Mikrokiire formunda {iretilen kriyojel doku iskelelerinin, kiiresel formu dagilma
ortami i¢inde emiilsiyon Su/Yag fazi olusturularak saglanmistir. Kriyojenik kosullarda

polimerizasyon ve ¢apraz - baglama ile kriyojel mikrokiirelerin tiretimi tamamlanmaistir.
3.2. YONTEM

3.2.1. Mikrokiire Doku Iskeleleri Uretimi On Calismalar1

On calismalarda, mikrokiire {iretiminde kullanilacak olan kitosanin farkli
konsantrasyonlara sahip asetik asit ¢ozeltilerindeki ¢oziiniirliigii incelenmistir. Yapilan 6n

denemeler sonucunda farkli konsantrasyonlarda hazirlanacak polimer ¢ozeltilerinin
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timiintiin asetik asidin %6 (v/v)lik sulu ¢ozeltisiyle hazirlanmasina karar verilmistir.
Belirlenen konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiler bir gece manyetik karistiricida
karistirilarak homojen ¢ozeltiler elde edilmistir.

Emiilsiyon fazinin olusturulmasi i¢in yapilan 6n ¢aligmalarda, hazirlanan polimer
cozeltilerinden kiire olusumuna yonelik denemeler yapilmistir. Bu denemeler sonucu

emiilsiyon yag fazi petrol eteri, Span 80 ve aycicegi yagi kullanilarak olusturulmustur.

3.2.2. Kitosan Temelli Kriyojel Mikrokiirelerin Uretilmesi

Bu calismada mikrokiireler, dagilma ortami iginde emiilsiyon faz olusturma
teknigi ile elde edilmistir. Kitosanin %6'lik (v/v) asetik asit c¢ozeltisi igersindeki
¢Oziiniirliigli, kitosan - gluteraldehit capraz baglanmasi, dagilma ortaminda emiilsiyon
fazin olusumu, karistirma hizinin ya da sicakligin mikro kiirelerin olusumuna etkisi goz
Ontine alinarak, doku mithendisligi ve kontrollii ilag salimi1 uygulamalarinda kullanilmaya
elverisli olan ve elde edilen verilerin ¢esitliligi irdelenerek optimum o6zellikleri tagiyan
kriyojel mikrokiireleri liretmek amaciyla polimer konsantrasyonu, ¢apraz baglayict orant,
karistirma hizi, reaksiyon sicakligi, dagilma ortami bilesenleri gibi parametrelerin farkli
varyasyonlar: denenerek mikrokiire formunda kriyojel doku iskeleleri iiretilmis ve
karakterize edilmistir.

Yapilan optimizasyon ¢alismalart sonucunda, %05, 1 ve 2 (w/)
konsantrasyonlarinda kitosan, %1, 3 ve 6 (v/v) konsantrasyonlarinda gluteraldehit
cozeltileri kullanilarak mikrokiire formunda kriyojeller tiretilmistir. Reaksiyon sicakligi; -
10, -16 ve -24°C, karistirma hiz1 500, 1000 ve 1500 rpm karistirma hizi olacak sekilde
degistirilmistir. Dagilma ortamu ise; 37.5 mL petrol eteri, 10 mL aycicegi yagi ve 2.5 mL
Span 80'in (75:20:5) manyetik karistiricida tamamen homojen bir karisim elde edilinceye
kadar karistirilmasiyla olusturulmustur.

2 mL polimer ¢ozeltisi siringaya alinarak; mekanik karistiricida karistirilarak
olusturulan dagilma ortamina oda sicakliginda siringa pompast yardimiyla damla damla
ilave edilmistir. Ekleme islemi bittikten sonra karisima farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan 1 mL gluteraldehit ¢6zeltisi hizlica ilave edilip; kriyojelasyonun gerceklesmesi
i¢cin 2 saat kriyostatta bekletilmistir. Dagilma ortaminda donmus olan 6rnekler, daha sonra

24 saat -16°C'de buzlukta bekletilmistir. Reaksiyon tamamlandiktan sonra 6rneklerin

31



Demir, D. 2014. Kiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

sicaklig1 oda kosullarna getirilmistir. Ornekler sirasiyla; petrol eteri, etanol ve distile suyla
yikanarak reaksiyona girmemis monomerlerin, ¢apraz baglayict ve dagilma ortamini
olusturan emiilsiyonlagtiricilarin tamamen uzaklagtirilmasi saglanmistir.

Yikanan mikrokiire formundaki kriyojeller filtre kagidindan siiziilerek sabit bir
agirhiga ulasincaya kadar kurutulmustur. Mikrokiire formunda kriyojel doku iskelesi

hazirlama basamaklar1 Sekil 3.1'de sematik olarak sunulmustur.

Gluteraldehit
Kitosan Cozeltisi
Cozeltisi (°1,3,6)
(°0.5,1,2) (V/v)
(wiv)
Yikama
f Krivostat Dondurarak
Emiilsiifikasyon g Petrol eteri, Kurutma
(rpm3500,1000,1500) (-10, -16, 24 °C) etanol, (Liyofilizasyon)

distile su
Petrol Eteri +
Aycicegivag +

Span 80 +

(75:20:5)
Sekil 3.1. Mikrokiire formunda kriyojellerin hazirlanma basamaklari

3.2.3. Mikrokiire Formunda Uretilmis Kriyojellerin Karakterizasyonu

Bu tez calismasi kapsaminda hazirlanan, kitosandan iiretilen mikrokiire

formundaki kriyojeller asagida aciklanan yontemler kullanilarak karakterize edilmistir.

3.2.3.1. FT - IR analizi

Farkli konsantrasyonlardaki kitosan ve gluteraldehit kullanilarak, farkli kosullarda
(sicaklik, karigtirma hizi) iiretilen mikrokiire formundaki kriyojellerin kimyasal yapilari
Fourier Doniisiimlii Infrared Spektrometre (FT - IR) (PerkinElmer (FT-IR/FIR/NIR, ATR)
ile belirlenmistir. FT - IR analizleri 400 - 4500 cm™ spektrum dalga boyu araliginda
yapilmustir.
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3.2.3.2. Mikrokiire formundaki kriyojellerin sisme davranisi

Kriyojel mikrokiirelerin sisme davranislarinin belirlenmesi igin sigsme oranlari
Olciilmiistiir. Bir Onceki basamaklarda iiretilen mikrokiire formundaki kriyojeller
liyofilizatérde kurutulmustur. Kriyojellerin kuru (mgq) ve sismeden sonraki agirliklari (m,)
+0.0001 duyarliga sahip bir hassas terazi ile Ol¢lilmiistiir. Tamamen kurumus olan
mikrokiire formundaki kriyojeller, 10 mL saf su iceren bir behere konulup, 37°C'de 24 saat
su banyosunda bekletilmis ve sismeleri saglanmistir. Daha sonra sulu ortamdan alinmis ve

stizgec kagidi yardimi ile ylizeyindeki su uzaklastirilarak tartimlar1 yapilmistir.

Sisme orani (Sy) Es.3.1'e gore hesaplanmustir:

% S; = ((my — mg)/mg)*100 (Es. 3.1)

3.2.3.3. Capraz baglanma derecesi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan gluteraldehit c¢ozeltileri ile kriyojenik
kosullarda capraz baglanmasi gerceklestirilen mikrokiirelerin ¢apraz baglanma dereceleri
ninhidrin (NHN) ¢6zeltisi ile belirlenmistir. Ninhidrin ¢ozeltisi su sekilde hazirlanmistir:
Cozelti A: 1.05 g sitrik asit, 10 mL (1.00 M) NaOH ve 0.04 g SnCl,.2H,0 karistirilarak 25
mL'ye saf su ile tamamlanmistir; Cozelti B: 1 g ninhidrinin 25 mL etilen glikol mono
metileter'de ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. A ve B ¢ozeltileri birlestirilerek 45 dakika
boyunca karistirllmigtir. Hazirlanan ¢ozelti mikrokiirelerin ¢apraz baglanma derecesinin
belirlenmesinde kullanilmak {izere koyu renk sisede karanlikta saklanmistir.

Bu yontem, kitosan mikrokiirelerin glutaraldehit ile etkilestirilmesinden sonra
glutaraldehit baglanmadan kalan serbest —-NH; grubu tayini i¢in kullanilmistir. Yéntemin
esasi, —NH; grubunun ninhidrinle verdigi reaksiyon sonucunda olusan kompleksin etanol
fazina alarak spektrofotometrik olarak 570 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesine
dayanmaktadir.

Bunun igin:

1. Derisimi 1, 2, 3, 4, 5 mg/mL olan olan glisin ¢ozeltileri hazirlanmistir.
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2. Hazirlanan ¢ozeltilerden 100 pL tiiplere alinarak ve iizerine 200 pL ninhidrin
(% 2 (w/v)) ¢ozeltisi eklenmistir. Kor tiip i¢in 100 pL su alinarak tizerine 200 uL ninhidrin

cozeltisi eklenmistir.

3. Tiipler 100°C'de 20 dakika siire ile su banyosunda bekletildikten sonra oda

sicakligina kadar sogutulmustur.
4. Her bir tiipe 50:50 etanol:su karisimindan 5 ml eklenerek karistirilmistir.

5. Cozeltilerin absorbansi kore kars1 570 nm’de okunmustur.

Amino grubu belirlenecek kitosan mikrokiirelerden 10 mg tartilarak tizerine 100
uL su eklendikten sonra standart ¢alismasindaki basamaklar aynen uygulanmustir. Ornekler
3000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildikten sonra olusan kompleks etanol-su fazina alinarak
absorbanst 570 nm’de okunmustur. Orne§in absorbansi standart grafik kullamlarak
degerlendirilmistir. Numunenin c¢apraz baglanma derecesi, daha sonra Esitlik 3.2

kullanilarak hesaplanir:

(NHN aminj;, —NHN aminggy)

% Capraz Baglanma Derecesi = % 100 (Es. 3.2)

NHN aming.

Burada (NHN amin)k capraz baglanmamis kitosandaki serbest NH, 'nin mol
sayisini, (NHN amin)so, ise gluteraldehit ile ¢apraz baglanmis kitosan mikrokiirelerde

kalan serbest NH,'nin mol sayisin1 ifade etmektedir.
3.2.3.4. Zeta potansiyeli

Mikrokiire formundaki kriyojellerin yiizey yikiiniin bir 0Olgiisii olan zeta
potansiyel Olglimleri dagitict ortam olarak su kullanilarak Zeta sizer ile yapilmistir
(Malvern, United Kingdom).

Tiim 6rneklerden 0.1 g tartilarak, 6rnekler ayr1 ayr1 beherler icindeki 2 ml saf su
icine konulmus ve 10 dakika karistirilmustir. Iri tanelerin ¢okelmesi igin 5 dakika
dinlendirildikten sonra zeta potansiyelleri 6l¢iilmiistiir. Yapilan her 6l¢iimde distile suyun
pH degeri 6'da sabit tutulmustur ve yeteri kadar (min. 10) tanecigin bir arada bulunmasina
dikkat edilerek cihazin mikro islemcisi tarafindan hesaplanan ortalama zeta potansiyel

degerleri belirlenmistir.

34



Demir, D. 2014. Kiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

3.2.3.5. SEM ile analiz

Mikrokiire formundaki kriyojellerin yiizeyleri elektrik iletkenligini saglayabilmek
amaciyla vakum ortaminda platin ile kaplandiktan sonra yilizey morfolojisi ve tanecik
boyutunu belirlemek ve uygulanan islemlerin gbzenek yapilarina etkisinin
goriintiilenebilmesi i¢in taramali elektron mikroskobu (SEM) (Quanta 400F Field
Emission, ABD) kullanilmistir. SEM analizi oncesinde kriyojel mikrokiirelerin gdzenek
yapilarin1 bozmadan, igerebilecekleri nemin tamaminin uzaklastirilmasi ve sigsmis haldeki
gbzenek biiyiikliiglinlin belirlenebilmesi i¢in liyofilizasyon islemine tabii tutulmustur. 5

kV'da, 100, 500 ve 1000 biiylitme oranlarinda SEM goriintiileri alinmistir.
3.2.3.6. In vitro degradasyon

Mikrokiire formunda kitosan kriyojellerin degradasyonu distile su iginde ve
37°C'de izlenmistir. Kriyojel mikrokiire ornekleri esit miktarlarda (2 mg) sabit agirliga
gelinceye kadar kurutulmustur, 5 ml distile su iceren kaplara konulmustur. 30 giin
sonunda, o6rnekler ortamdan alinmis ve kurutulmugtur. Degradasyon sonucunda mikrokiire
yiizey ve gozenek morfolojisindeki degisim SEM goriintiileri alinarak incelenmistir. Daha

sonra siirekli degradasyonu incelemek icin tekrar distile su i¢ine konulmustur.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu bolimde doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak {izere hazirlanan
kiire formunda kitosan kriyojel doku iskelelerinin iiretimi ve karakterizasyonu c¢aligmalari
ile ilgili deneysel sonuglar sunulmus ve elde edilen bulgular {izerine tartismalar yapilmaistir.
Bu veriler 15181nda, proses ve ¢ozelti degiskenlerinin mikrokiire morfolojileri lizerine etkisi
tartisilmstir. Islem degiskenleri olarak karistirma hizi, sicaklik, dagilma ortami bilesenleri
gibi degiskenler irdelenmistir. Cozelti degiskenleri olarak ise ¢ozeltilerin konsantrasyonu,
viskozitesi, eklenen ¢apraz baglayict miktarlart incelenmistir. Bu degiskenlere bagl olarak
sentezlenen mikrokiire formundaki kriyojellerin karakterizasyonu; denge su igerikleri,
yiizey yiikleri, capraz baglanma dereceleri, in vitro degradasyon davranislar1 karakterize

edilmis; kimyasal yapilar1 ve gézenek morfolojileri FT - IR ve SEM ile incelenmistir.

4.1. KURE FORMUNDA KRIYOJEL DOKU ISKELELERININ OZELLIKLERI

4.1.1. Malzeme ve Capraz Baglayict Se¢imi

Biyolojik olarak yenilenebilir olmasi, biyobozunur, biyouyumlu, nonantijenik,
nontoksik ve biyofonksiyonel 6zelliklere sahip olmasi sayesinde dogal bir polimer olan
kitosanin tez calismasinda kullanilmasina karar verilmistir. Kitosanin zayif asitlerde
¢Ozilindiigl bilinmektedir (T1gl1 ve ark., 2007). Bu nedenle ¢oziicii ortam olarak asetik asit
ile denemeler yapilmistir. Hazirlanan kitosan c¢ozeltilerinin konsantrasyon, yogunluk ve

viskozite degerleri Cizelge 4.1'de sunulmustur.

Cizelge 4.1. Kitosan ¢ozeltilerinin konsantrasyon, yogunluk ve viskozite degerleri

Konsantrasyon (%, w/v) Yogunluk (g/mL) Viskozite (Pa.s)
0.5 1.0075 102.230
1.0 1.0088 234513
2.0 1.0104 685.867
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Kitosan ¢ozeltilerinin viskozite degerleri emiilsiyon faz olusumunda meydana
gelen damlaciklarin boyutunu ve morfolojisini etkilemektedir. Bu viskozite degeri polimer
¢oOzeltisinin dagilma ortamina damlatilabilirligi acgisindan kiire olusumuna izin verecek
Ozellikte olmalidir. Asetik asit ¢ozeltisinin farkli konsantrasyonlariyla kiire olusumu
dikkate alinarak yapilan denemeler sonucu tez ¢alismasinda kullanilan kitosan polimerinin
%6'lik (v/v) asetik asit ¢Ozeltisi i¢erisinde ¢oziilmesine karar verilmistir.

Polimer ¢ozeltilerinin viskoziteleri ayni1 derisimde hazirlanan kiigiik mol kiitleli
maddelerin ¢ozeltilerinin viskozitelerinden ¢ok daha yiiksektir. Polimer ¢ozeltilerinde,
polimer zincirleri uygun ¢oziicii iginde uzamis hallerinde bulunmaya egilimlidirler ve bu
egilim viskoziteyi daha da arttirir. Bu yiiksek viskozite 6zelligi, viskozite Olglimleriyle
polimerin viskozite-ortalama mol kiitlesini bulma olanagi saglar.

Hazirlanan polimer ¢ozeltilerinin viskozitesi; ¢oziicii ve polimer tiiriinden,
polimerlerin molekiil agirligindan, polimer derisiminden ve sicakliktan etkilenir. Kitosanin
viskozite - ortalama mol kiitlesi, polimer ¢dzeltisinin viskozitesini belirleyen en 6nemli
faktordiir. Ostwald viskozimetresi ile sabit sicaklikta akma siireleri Olgiilen fakli
konsantrasyonlardaki kitosan ¢dzeltilerinin viskozite Olgiimleriyle, kullanilan kitosanin
viskozite ortalama molekiil agirligi (My) Esitlik 4.1'de verilen Mark - Houwink - Sakurada
(MHS) denklemi kullanilarak hesaplanmistir. Hazirlanan ¢o6zeltilerin akma stireleri 3'er kez

Olclilmiis ve ortalamas1 alinmistir (Mohammad ve ark., 2000).

[n] = K.My* (Mark-Houwink-Sakurada bagntisi) (Es. 4.1)
[n]: Intrinsic viskozite
K ve a her bir polimer - ¢oziicii sistemi i¢in bellidir.

(27°C'de Kitosan - Asetik asit igin K= 1.38*10™, o= 0.85)
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Cizelge 4.2. Kitosan viskozite molekiil agirlig1 hesaplama degerleri

Konsantrasyon, C ~ Akus Siiresi, t  Viskozite, el sp o
(%, Wiv) () (Pa.s) (Mret — 1) HalC

0.5 5750 67 72 230 71.230 142.460

1.0 9818.33 934513 233.513 233.513

2.0 22838.67 685.867 684.867 342.434

" Bagil viskozite
" Spesifik viskozite

*

™ Indirgenmis viskozite

400 -+

350 -

300 -

250

200 1 y=129,83x+ 87,999

nsp/C

150 -

100 -

50 -

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Konsantrasyon

Sekil 4.1. Konsantrasyona kars1, spesifik viskozite/konsantrasyon grafigi

Sekil 4.1'de farkli kitosan = konsantrasyonlarina  karsi spesifik
viskozite/konsantrasyon (usp/C) grafiginden elde edilen kayma degeri intrinsik viskoziteyi
[n] verir. [n]= 87.99'dur. Es. 4.1'de verilen denklemden yararlanilarak tez galismasinda
kullanilan kitosanin viskozite - ortalama molekiil agirligi degeri M,=674353 Dalton olarak
hesaplanmistir. Kitosanin yliksek molekiil agirligma sahip oldugunu gdsteren bu deger,
hazirlanan kitosan ¢ozeltilerinin yiiksek viskoziteye sahip olmasina neden olmustur.

Belirlenen viskozite degerlerinin polimer konsantrasyonu arttikga arttig

goriilmektedir. %?2'den daha yiiksek ve %0.5'den daha diisiik konsantrasyonlarda
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hazirlanan kitosan c¢ozeltileriyle olusturulan doku iskelelerinin morfoloji ve biiyiikliik
kontrolii saglanamamugtir.
Homojen sekil ve boyutlarda mikrokiire olusumu i¢in polimer ¢ozeltisi, uygun

molekiil agirhigina sahip polimerlerle hazirlanmali ve uygun viskoziteye sahip olmalidir.

4.1.2. Yontem Secimi

Sunulan tez ¢alismasinda doku miihendisligi uygulamalarinda kullanilmak iizere
geleneksel silindirik, film ya da disk seklinde kitosan doku iskelelerinden farkli olarak
diizensiz sekillerdeki yaralar1 doldurabilecek, enjekte edilebilir, kiire formunda ve mikro
boyutta doku iskeleleri sentezlenmistir. Bu malzemelerin doku iskelesi olarak
kullanilmasimin yani sira kontrollii ila¢ salim sistemlerinde tasiyict ajan olarak da
kullanilmaya uygun oldugu goriilmiistiir.

Genta ve ark. (1998), oda sicakliginda, gluteraldehit ile ¢apraz baglanmis ilag
yiikli kitosan mikrokiireleri farkli karistirma oranlariyla olusturduklart aygicegi yagi ve
Span 80 dagitma ortaminda hazirlamislardir.

Huang ve ark. (2002), ilag tasiyici sistem olarak genipin ile ¢apraz baglanmis
jelatin mikrokiireleri oda sicakliginda emiilsifikasyon ¢oziicii buharlagtirma yontemi ile
hazirlamiglardir. Jelatin mikrokiirelerin iiretilmesinde kullanilan dagitma ortami misir yagi
ile saglanmistir.

Senthil ve ark. (2012), sodyum aljinat mikrokiireleri, Span 80, petrol eteri ve sivi
parafinden olusan dagitma ortami i¢inde gluteraldehit ile emiilsiyon faz kimyasal ¢apraz
baglama yontemi ile liretmislerdir. Anti kanser ila¢ salim kinetiginin incelendigi ¢alismada,
oda sicakliginda hazirlanan gézeneksiz kiireler kullanilmistir.

Yapilan literatlir arastirmasinda emiilsifikasyon ile olusturulan kitosan
mikrokiirelerin gluteraldehit ile kriyojenik kosullarda kimyasal capraz baglanarak
sentezlendigi herhangi bir calismaya rastlanilmamustir.

Kriyojellesme (ya da sifirin altindaki sicakliklarda jellesme), gozeneklilik derecesi
kontrol edilebilen, gozenekli kriyojellerin olusumuna olanak saglar. Kriyojellerin
stingerimsi yapist ve makrogdzeneklere sahip olmasi ¢esitli biiytikliikteki kiitle aktariminin
hem difiizyonla hem de tasinimla rahat bir sekilde gergeklesmesine olanak saglar. Hidrojel

mikrokiirelerin oldukca piiriizsiiz ancak gozeneksiz bir yiizeye sahip oldugu goriilmektedir.
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Literatiirde kitosanin emdiilsiyon fazda c¢apraz baglanmasiyla olusturulan
mikrokiirelerden ila¢ salim sistemlerinde kullanilmak iizere salim kinetiginin incelendigi
pek cok calisma yer almaktadir. Yuan ve ark. (2006), protein yiikli kitosan bazli
mikrokiireleri genipin ile c¢apraz baglayarak sentezlemislerdir. Bu calismada, capraz
baglamanin oda sicakliginda ve uzun siirelerde (4, 8, 16 saat) gerceklestigi gosterilmistir.
Gupta ve Jabrail (2006), kitosan mikrokiireleri gluteraldehit ile oda sicakliginda ¢apraz
baglayarak farkli deasetilasyon derecelerine sahip kitosanlarin ilag salimina etkisini
incelemislerdir.

Oda sicakliginda emiilsiyon fazda kimyasal capraz baglanma ile iiretilen bir
hidrojel mikokiirenin birbirleriyle baglantili gdzenekler olusturamamasi nedeniyle kitosan
mikrokiirelerin sentezinde kriyojelasyon teknigi kullanilarak etkin bir bigimde homojen ve
es dagiliml bir gozeneklilik yapisi saglanmistir. Yapilan 6n c¢alismalarda %1, w/v'lik
kitosan ¢oOzeltisinden {iretilen mikrokiirelerin ¢apraz baglanma reaksiyonlart oda
sicakliginda ve kriyojenik kosullarda ayri ayri gergeklestirilmistir. Sekil 4.2'de %3'liik
(v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi ile capraz baglanarak olusturulan mikrokiire formunda hidrojel

ve kriyojel doku iskelelerinin SEM ggriintiileri verilmistir.
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104 EMT= 5000/ Sorel A SE2 Dute 13 Mar 2014 ZEISS 1pm EMT = 500%V Sgnal A » SE2 Dete 113 Mar 2014 ZEISNS
— 2a ZETS - ™ LEINY
WD=72mm Mags 100KX Time 110102 WD= 72mm Mag* 500KX Time 105920

.'i."" EHT = 500KV Sigral A = SE2 Date 135 Mar 2014 ZEISS

1 pm EHT = 500k Signal A= SE2 Dute 13Mar2014 [
s 2. ZEINS|
WO= &7 mm Mag= 100KX Time 10:3246

WD = 87 mm Mag= S00KX Time 10:3344

Sekil 4.2. (A) Kiire formunda hidrojel , (B) Kiire formunda kriyojel

SEM fotograflarinda da goriildiigii gibi oda sicakliginda olusturulan bir mikrokiire
formundaki hidrojelin, kiiresel ve piirlizsiiz bir yapiya sahip oldugu goézlenmektedir.
Ancak, mikrokiirelerin doku iskelesi olarak kullanilabilmesi birbirleriyle baglantili igsel bir
gbzenek yapisina sahip olmalariyla miimkiindiir. Bu gbézenek yapisi hiicrelerin yapisip
yayilmasi, besinlerinin aktarimi, tiremesi, farklilasmasi ve atiklarinin uzaklastirilmasi
acisindan ¢ok Onemlidir. Ayrica, kontrollii ilag salim sistemlerinde tasiyicit ajan olarak
kullanilabilecek mikrokiirelerin, gézenekli yapiya sahip olmasi difiizyon mekanizmasi ve
salim kinetigi acisindan biiylik 6neme sahiptir. Sunulan tez ¢alismasinda kitosan
mikrokiirelerin sentezi i¢in Su/Yag tipi emiilsiyon kimyasal capraz baglama ve
kriyojelasyon yontemi bir araya getirilerek i¢sel baglantili kiire formunda doku iskeleleri

sentezlenmistir.
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4.1.3. Kitosan Mikrokiirelerin Uretimi

Kitosan mikrokiirelerin yagda su (Su/Yag) emiilsiyon kimyasal ¢apraz baglama
yontemi uygulanarak hazirlanmasi yoniinde formiilasyon caligmalari yapilmis olup bu
asamada;

»  Capraz baglayici ajan tipi ve konsantrasyonu,
Capraz baglayici ekleme sekli,
Emiilsifikasyon siiresi,

Kriyojelasyon sicakligi,
Polimer konsantrasyonu,

Yag faz1 bilesenleri icerigi,

YV V. V V V V

Emiilgator (Span 80) miktari,
»  Karistirma hiz1 ve siiresi gibi parametreler

degistirilerek formiilasyona etkileri incelenmistir.

Kitosan  mikrokiirelerin ~ sentezlenmesi  esnasinda  dagilma  ortaminin
olusturulmasinda kullanilacak bilesenlerin emiilsiyon olusturarak kiire olusumuna izin
vermesi gerekmektedir. Yapilan 6n caligmalarda, petrol eteri, sivi parafin, Span 80,
aycicegi yagi ve zeytin yagi ile denemeler yapilmistir. Sivi parafin ve zeytinyagi
emiilsiyon i¢in uygun olmasina ragmen, kriyojelasyon esnasinda donmustur. Ek olarak,
zeytinyaglt ile hazirlanan mikrokiirelerdeki yag miktar1 yikama ile yeterince
uzaklagtirilamamistir. Sabit kitosan, gluteraldehit, sicaklik, karistirma hizi gibi proses
degiskenlerinde yapilan ¢alismalarda hazirlanan dagilma ortamlar: ile elde edilen yapilar
Sekil 4.3'de sunulmustur.

Bu yontemde emiilsiyonun dis fazi olarak kloroform, toluen ve petrol eteri gibi
organik ¢oziiciiler kullanilmaktadir. Petrol eteri kullanilarak yapilan denemede emdiilsiyon
icin yag faz1 saglanamamis ve topaklanma meydana gelmistir. (Sekil 4.3, A). Yapilan
literatiir taramasinda pamuk yagi, aycicegi yag1 ve zeytin yagi gibi bitkisel yaglarinda
kullanilabilecegi goriilmiistiir. Petrol eteri ve zeytin yagi ile yapilan denemelerde
emiilsiyon i¢in yag fazi saglanmis ancak damlaciklar birbirine yaklasarak kiimelesme
meydana gelmistir (Sekil 4.3, B). Sivi damlaciklarin uygun bir siirfaktan kullanilarak

stabilize edilmesine karar verilmistir. Bu nedenle emiilgator madde olarak Span 80

42



Demir, D. 2014. Kiire Formunda Kriyojel Doku Iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu, Yiiksek Lisans Tezi, Mersin Universitesi.

kullanilmistir. Petrol eteri, aycicegi yagi, Span  80' in 75:20:5 oranlarinda hazirlanan
karisimi tiim deneylerde yag fazi olarak kullanilmistir (Sekil 4.3, C).

Sekil 4.3. Degisik formiilasyonlarda hazirlanan bilesenler ile yag fazinin belirlenmesi: A)
50 mL petrol eteri, B) 37.5 mL petrol eteri - 12.5 mL aygicegi yagi, C) 37.5 mL petrol eteri
- 10 mL aygicegi yag1 - 2.5 mL Span 80.

Emiilsiyon sistemlerin topaklagsma, kiimelesme ve kremalasma bi¢iminde ii¢
farkli kararsizliklar1 vardir. Olusan emiilsiyonlardan biri ilk emiilsiyona oranla i¢ faz
miktarinca daha yogun olursa kremalagsma meydana gelir ve emiilsiyon bozulur. Bu
kararsizliklar dikkate alinarak i¢ fazin (sulu polimer ¢ozeltisi) dis faza (yag fazi) orani 1:25
olacak sekilde deneyler yapilmustir.

Su/Yag tipi emiilsiyon kimyasal ¢apraz baglama yonteminde, ¢apraz baglama
ajaninin aldehit gruplari kitosanin iglevsel amino grubu ile ¢apraz baglanarak mikropartikiil
olusumunu saglar. Bu yontemde yag icinde su emiilsiyonu; kitosan asetik asit sulu
¢Ozeltisinin yag fazinda emiilsiyonu ile hazirlanmaktadir. Sivi damlaciklar uygun bir
stirfaktan Kullanilarak stabilize edilmektedir. Stabil emiilsiyonun glutaraldehit gibi uygun
bir c¢apraz baglayict ajan kullanilarak c¢apraz baglanmasi suretiyle, damlaciklarin

sertlesmesi saglanir.

4.1.4. Mikrokiirelerin %Kiire Verimlerinin ve Caplarinin Degerlendirilmesi

Hazirlanan mikrokiire formiilasyonlarinda yapilan in vitro kontrollerin basinda
iirlin veriminin saptanmasi tayini gelmektedir. Degisik formiilasyonlarda hazirlanan

mikrokiirelerin %kiire verimleri Esitlik 4.2 ile hesaplanmistir.
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Toplam Kire Miktan % 100 (Es 42)

Toplam polimer miktar +Toplam capraz baglayici miktan

0 Kiire Verimi =

Elde edilen  mikrokiire  formiilasyonlar1  i{irin  verimi  ag¢isindan
degerlendirildiginde, %iirlin veriminin %49.50 - 96.37 gibi bir aralikta degistigi
goriilmiistiir. Uriin verimi deger araligi, mikrokiire iiretimi igin se¢tigimiz Su/Yag (S/Y)
tipi emiilsiyon kimyasal capraz baglama yonteminin verim agisindan uygunlugunun bir
gostergesidir.

Cizelge 4.3, 44, 45 ve 4.6'da degisik formiilasyonlarda hazirlanan kitosan
mikrokiirelerde (sirasiyla farkli kitosan konsantrasyonu, farkli ¢apraz baglayict miktari,
farkli karistirma hizi, farkli reaksiyon sicakligl) mikrokiirelerin olusum verimleri ve
ortalama kiire ¢apt degerleri goriilmektedir. Kitosan kriyojel mikrokiireler i¢in gdsterilen
degerler incelendiginde, mikrokiire olusumu verimlerinin ve ortalama kiire ¢apinin, kitosan

miktarinin artisiyla arttigi gortiilmektedir (Cizelge 4.3).

Cizelge 4.3. Farkli kitosan konsantrasyonlarinda hazirlanan mikrokiirelerin  %okiire
verimlerinin ve c¢aplarinin degerlendirilmesi (Karigtirma hizi: 1000 rpm, reaksiyon
sicakligi: -16°C, gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v)

K Kitosan Kiire Verimi Ortalama Kiire Cap1
onsantrasyonu (wiw, %) (um)
(Wiv, %) ’ H
0.5 49.50 197.72 + 14.82
1.0 69.11 220.11 +£25.58
2.0 96.37 581.80 +47.76

Kitosan konsantrasyonunun degismesiyle orantili olarak mikrokiire c¢aplarinin
degismesinin sebebinin kitosan orani arttikga yapidaki destek maddesi olan polimer
miktarinin artmasindan kaynaklandigi disiiniilmiistiir. Bu da mekanik stabilitesi daha
saglam kiirelerin olusmasini1 saglayarak, yikama ve kurutma basamaklarinda madde
kaybini 6nlemis ve kiire verimini arttirmigtir.

Capraz baglayict konsantrasyonunun yetersiz olmast (%1, v/v), kitosanin daha az

ve daha zayif kovalent ¢apraz baglanmasina sebep olarak, slingerimsi ve hafif partikiillerin
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olugmasini saglamistir. Yikama sonrasi, filtrasyon siirecinde askida kalan bu mikrokiireler
madde kaybina neden olarak %kiire verimini diistirmistiir. Ayn1 sekilde, ¢apraz baglayici
konsantrasyonunun fazla olmasi da (%6, v/v), gluteraldehitin fazlasinin reaksiyona

girmeden uzaklagmasi sonucu iiretim verimini diistirmiistiir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. Farkli gluteraldehit konsantrasyonlarinda hazirlanan mikrokiirelerin ~ %kiire
verimlerinin ve c¢aplarinin degerlendirilmesi (Karigtirma hizi: 1000 rpm, reaksiyon
sicakligi: -16°C, kitosan konsantrasyonu: %1, w/v)

Gluteraldehit Konsantrasyonu Kiire Verimi Ortalama Kiire Cap1
(VIv, %) (w/w, %) (um)
1.0 63.12 355.82 + 29.84
3.0 69.11 220.11 £25.58
6.0 67.77 260.70 =31.38

Kitosan ¢ozeltisinin viskozitesinin uygunlugu, kiiresel yapinin saglanabilmesi,
iiretim veriminin yiiksek olmas1 ve ortalama kiire ¢apinin kii¢iik olmas1 (doku iskelelerinin
enjekte edilmeye uygunlugu) acisindan, kitosan ve gluteraldehit ¢ozeltilerinin optimum
iretim konsantrasyonlarinin, sirasi ile %1 (w/v) ve %3 (v/v) oldugu belirlenmistir. Bu
nedenle reaksiyon sicakligi ve karigtirma hizi parametrelerinin iretilen mikrokiireler
tizerine etkisi incelenirken bu konsantrasyonlar sabit tutulmustur.

Kriyojelasyon sicakliginin degismesiyle, mikrokiire olusumu verimlerinde ve
ortalama kiire ¢capinda 6nemli Olgiide bir degisiklilik gézlenmemistir. Ek olarak, kitosan
hidrojel mikrokiire ¢aplari, kitosan kriyojel mikrokiire ¢aplarina oranla 6nemli Olciide
degisiklik gostermemistir (Cizelge 4.5). Bunun en 6nemli nedeni, partikiil stabilitesini
saglayan dagilma fazi bilesenlerinin, karistirma hizinin ve kitosan ¢ozeltisi viskozitesinin
sabit tutulmasidir. Reaksiyon sicakligi, yalnizca gluteraldehit ile capraz baglanmaya yani

gozenek boyutuna etki eden bir degiskendir.
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Cizelge 4.5. Farkli reaksiyon sicakliklarinda hazirlanan mikrokiirelerin %okiire verimlerinin
ve ¢aplariin degerlendirilmesi (Karistirma hizi: 1000 rpm, gluteraldehit konsantrasyonu:
%3, Vv/v, kitosan konsantrasyonu: %1, w/v)

Reaksiyon Sicakligi Kiire Verimi Ortalama Kiire Cap1
(°C) (wiw, %) (um)
+26 (Hidrojel) 79.23 255.01 + 18.09
-10 73.80 207.59 £21.06
-16 69.11 220.11 +25.58
-24 67.77 260.70 = 31.38

Dagilma ortaminin homojenizasyonunu saglayan énemli parametrelerden biri olan
karigtirma hizinin artmasi, bir siire sonra yag fazinda olusan sulu partikiilleri pargalayarak
dagitma ortaminda kremalasma sorununu meydana getirir ve emiilsiyon bozulur.
Emiilsiyonun korunmasi ve mikrokiire iiretim verimi dikkate alinarak karistirma hizi
calisma aralifinin minimum 500 rpm, maksimum 1500 rpm olmas:t gerekmektedir

(Cizelge 4.6).

Cizelge 4.6. Farkli kitosan konsantrasyonlarinda hazirlanan mikrokiirelerin  %okiire
verimlerinin ve c¢aplarinin degerlendirilmesi (Karigtirma hizi: 1000 rpm, reaksiyon
sicakligi: -16 °C, gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v)

Karigtirma Hizi Kiire Verimi Ortalama Kiire Cap1
(x rpm) (wiw, %) (um)
500 72.59 286.62 +37.33
1000 69.11 220.11 £25.58
1500 65.82 201.62 £ 18.74

4.15. FT - IR Analizi

Farkl1 formiilasyonlar kullanilarak sentezlenen kitosan mikrokiirelerin fonksiyonel

gruplarinin kimyasal yapisinin anlagilmasi igin {iiretilen kriyojeller FT - IR ile analiz
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edilmistir. Mikrokiirelerin iiretilmesinde kullanilan saf bilesenler de ayrica FT - IR ile
analiz edilmistir. Kitosan, aycicegi yagi ve Span 80'e ait mevcut kimyasal baglar1 gosteren
FT - IR analiz sonuglar sirasiyla Sekil 4.6 ve Sekil 4.7‘de sunulmustur.

Kat1 haldeki kitosanin FT - IR diyagrami incelendiginde; 1033 cm™ ve 1068 cm®
Ydeki pikler sakkarid gruplarinin (C=0 titresimlerine ait pikler) varligin1 gostermektedir.
1639 cm™ ve 1560 cm™ de polimer zincirinde bulunan Amit | (NH,) grubuna ve Amit 11
(NHCOOHj3) grubuna ait pikler gériilmektedir.

3500 cm™ — 3300 cm™ de kitosanda olmasi beklenen yayvan —NH ve —OH

bandlar1 goriilmektedir.

104
103 -
1639|1560
102 -
AmutI (NH,) —— Saf Kitosan
101 - Amit I (NHCOOH;)
%T :
100 \‘w"
l
l
99 - 1
, -NHve -OH
Sakkaroz
98 v
1033\ 1068
97 T T T T T T
450 950 1450 1950 12450 2950 3450 3950

Sekil 4.6. Saf kitosanin FT - IR Spektrumu

Mikrokiirelerin hazirlandig1 yag fazi bilesenlerinden olan Span 80 ve ticari olarak
satilan rafine aygicegi yagi emiilsiyonun olugmasini saglayan emiilgatorlerdir (Capdevila
ve ark., 2010). Bu bilesenlere ait FT - IR spektrumlar1 Sekil 4.7°de sunulmustur. Bu
spektrumlar, iiretilen mikrokiirelerden yag fazin yikamayla uzaklastirilip uzaklastirilmadigi
hakkinda bilgi verecektir. FT - IR sonuglarinda, 1740 cm™ bandinda yaglarin sahip oldugu
karekteristik lipid - ester (C=0) baginin varlig1 gériilmektedir. Bunun yani sira, 6zellikle
doymamis yag asitlerinin sahip oldugu etilen bagi (C - H) 2851 - 2923 cm™ band araliginda

mevcuttur.
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- ir
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W Span 80
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0] 500 1000 1500 2000 %500 3000 3500 4000 4500
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Sekil 4.7. Saf ay¢icegi yagi ve saf Span 80'in FT - IR Spektrumlari

Farkli kitosan konsantrasyonuna %0.5, %1 ve %2, (w/v) sahip ¢o6zeltiler
kullanilarak {tiretilmis olan kriyojel mikrokiirelere ait FT - IR diyagramlar1 Sekil 4.8’de
sunulmustur. 1646 - 1647 cm™ dalga boylari, kitosanin amino gruplar ile gluteraldehitin
aldehit gruplar arasindaki ¢apraz baglanma sonucu olusan amin (C=N) bagin1 ifade eder
(Nazemi ve ark., 2014). FT - IR diyagramlarinda yer alan bu pik, kitosan mikrokiirelerde
gluteraldehit ile olusan gapraz baglarin varligmi kanitlanmustir. 2923 - 2925 cm™ band
araliginda gluteraldehite ait karakteristik pikler goriilmektedir.
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Sekil 4.8. %0.5, %1 ve %2 (w/v) kitosan konsantrasyonlarina sahip ¢ozeltilerden iiretilmis
kriyojel mikrokiirelerin FT - IR spektrumlart (Gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v),
kriyojelasyon sicakligi: -16°C, karistirma hizi: 1000 rpm)
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Fakli gluteraldehit konsantrasyonuna sahip ¢ozeltiler [%1, %3 ve %6, (V/V)]
kullanilarak ¢apraz baglanmis kitosan kriyojel mikrokiirelerin FT - IR spektrumlart Sekil
4.9’da sunulmustur. Sirasiyla 1064, 1062 ve 1072 cm™ band aralifinda goriilen ve kitosana
ait karekteristik piklerden biri olan C=0 bandina ait titresimlerde gluteraldehit miktarinin
artmasiyla azalma goriilmiistiir. Bu da sabit miktardaki kitosanin gluteraldehit miktarinin

artmasiyla daha ¢ok yerden baglanmasi seklinde agiklanabilir.

v ' —%1GA

%T AT} %3 GA
1 %6 GA
T T T T 1
0 1000 2000 i 3000 4000 5000

Sekil 4.9. %1, %3 ve %6 (v/v) gluteraldehit konsantrasyonlarina sahip cozeltilerden
tiretilmis kriyojel mikrokiirelerin FT - IR spektrumlar (Kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v),
kriyojelasyon sicakligt: -16°C, karigtirma hizi: 1000 rpm)
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Capraz baglanma reaksiyonunu etkileyen Onemli parametrelerden biri olan

reaksiyon sicakliginin etkisi Sekil 4.10'da verilen FT - IR spektrumlari ile incelenmistir.

120 -

100 -

80 -

06T i &, \/ -10°C

40 -

T
400 1400 2400 3400 4400
cm’!

120 ~

100 -

% T 60 -

—-24°C

0 T T T T
400 1400 2400 3400 4400

cm’!

Sekil 4.10. -10 ve -24°C kriyojelasyon sicakliginda iiretilmis kriyojel mikrokiirelerin
FT - IR spektrumlar1 (Kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit konsantrasyonu:
%3 (v/v), karigtirma hizt: 1000 rpm)
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4.1.6. SEM ile Analiz

Tez kapsaminda iiretilen mikrokiire formunda kitosan kriyojel doku iskelelerinin
morfolojik yapisini belirlemek i¢cin SEM goriintiileri ¢ekilmistir. Kiire ve gézenek ¢aplari
20 farkli 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi alinarak hesaplanmistir. Maximum 10
uzunluk i¢in SEM 6l¢iim programi, diger 10 uzunluk i¢in ise goriintiilerde sol alt kosedeki
uzunluk birimi baz aliarak kiire ve gézenek caplari belirlenmistir. Kriyojel mikrokiireler
iretildiklerinde hazirlandiklar1 ¢oziicii ile sismis durumdadirlar. Oda sicakliginda
kurutulduklarinda kiireler ¢okmekte, sulu ortama koyulduklarinda siserek ilk iiretildikleri
orijinal sekle sahip olmalar1 ¢ok zor olmaktadir. Dolayisiyla, kriyojellerin ¢okmeden
yapilarini korumalarini saglamak ve sigsmis haldeki gézenek yapilarini ortaya koymak igin,
kriyojeller dondurarak-kurutma islemine tabii tutularak kurutulmustur. Ornekler -80°C
sicaklikta 1 gece bekletilmis ve Orneklerin tamamen donmalart saglanmistir. Donmus
ornekler tamamen kuruyuncaya kadar liyofilizatorde bekletilmistir. SEM goriintiileri, tim
kitosan kriyojel mikrokiirelerin birbiri ile baglantili olan gézenek yapisinin varligin

ortaya koymaktadir (Sekil 4.4, 4.5, 4.6 ve 4.7).

4.16.1. Kitosan konsantrasyonunun ve ¢ozelti viskozitesinin = g6zenek

morfolojisine ve kiire biiyiikliigiine etkisi

Tez ¢alismasinin bu kisminda, kitosan konsantrasyonunun kriyojel mikrokiirelerin
gbozenek yapisi lizerine etkisi degerlendirilmistir. Kitosan konsantrasyonu disindaki tiim
islem parametreleri (gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), kriyojelasyon sicakligi: -
16°C, karistirma hizi: 1000 rpm) sabit tutularak yapilan deneylerde ii¢ ayr1 konsantrasyona
sahip kitosan ¢ozeltilerinden iiretilmis mikrokiireler kullanilmistir. Bunlar %0.5, %1 ve %2
(w/v) karisim oranlardaki farkli viskozite degerlerine sahip kitosan ¢dzeltileridir. Bu
cozeltilerden hazirlanan mikrokiirelerin SEM goriintiileri incelendiginde %1 (w/v)
konsantrasyona sahip kitosan ¢6zeltilerinden tiretilmis mikrokiirelerin kiiresel sekillerinin,
digerlerine gore daha diizgiin ve belirgin oldugu ortaya koyulmustur (Sekil 4A, 4B, 4C).
Kitosan konsantrasyonun artis1 ile mekanik olarak daha stabil kiireler elde edilmistir (Sekil

4.11).
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Sekil 4.11. Kitosan konsantrasyonun degisimi ile gozenek yapisinin degisimini gosteren
SEM fotograflari. A: %0.5 Kitosan, x500; B: %1 Kitosan, x500; C: %2 Kitosan, x500; D:
%0.5 Kitosan, x5000; E: %1 Kitosan, x5000 ve F: %0.5 Kitosan, x5000 (Gluteraldehit
konsantrasyonu: %3 (v/v), kriyojelasyon sicakligi: -16°C, karistirma hizi: 1000 rpm)

SEM goriintiilerinden de goriildiigii gibi (Sekil 4.11.D, 4.11.E, 4.11.F) ¢ozeltideki
kitosan miktar1 artikga kiirelerin gozenek duvarlarindaki piiriizliliik azalmigtir. Ancak
%0.5 (w/v) kitosan konsantrasyonunda hazirlanan kriyojel mikrokiirelerin SEM
gorlintiilerinde piirtizlii yapilar goriilmektedir. Bu yapilar; ¢ozelti  sicaklifi donma
noktasina yaklagirken, ¢oziicii kristallerinin ilerlemesine karsi olusan diren¢ sonucu
meydana gelen yapilardir.

Cizelge 4.11°de farkli konsantrasyona sahip kitosan c¢ozeltileri kullanilarak
iiretilmis olan mikrokiire formunda kitosan kriyojel doku iskelelerine ait ortalama kiire ve
gbzenek caplarinin degerleri verilmektedir. Kitosan konsantrasyonunun artisi ile ortalama
gozenek capmin azaldigr goriilse de, bu degisim Onemli Olgiide degildir. Kitosan
konsantrasyonunun artisi ile maksimum gozenek capinda azalma goriilmiistiir. Bolgen ve
ark. (2008), yaptiklar1 ¢alismada silindirik kriyojellerde, benzer olarak polimer

konsantrasyonunun azalmasi ile gézenek ¢aplarinda artma oldugu belirtilmistir. Bu artis,
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seyreltik ¢ozeltilerde olusan biiylik buz kristallerine bagli olabilir. Mikrokiirelerin
tiretiminde kullanilan kitosan ¢ozeltilerinin konsantrasyonunun artmasi ile ortalama kiire
caplarinda artis gozlenmistir (Cizelge 4.7). Dini ve ark. (2003), gluteraldehit ile ¢apraz
baglanma sonucu olusturduklari kitosan mikrokiirelerde, kitosan konsantrasyonu artisi ile
kiire ¢aplarinda benzer olarak bir artisin meydana geldigi sonucunu ortaya koymuslardir.
Bunun sebebi, mikrokiire duvarlarinda destek materyali olan kitosan polimerinin artisiyla,

yiizey alan1 daha biiylik mikrokiirelerin olusmasi olarak agiklanabilir.

Cizelge 4.7. Kitosan konsantrasyonu degisimi ile gdzenek ve kiire boyutlarinin degisimi

Kitosan Minimum Maksimum Ortalama Ortalama Kiire
Konsantrasyonu  Gozenek Capt  Gozenek Cap1  Gozenek Capi Cap1
(%, wiv) (pm) (nm) (pm) (pm)
0.5 4.480 10.040 6.7663+1.25 197.72+23.91
1 3.430 7.087 5.5056+0.63 220.11+25.58
2 2.766 9.363 5.0201+1.49 581.80+47.76

Diger bir taraftan, kitosan c¢ozeltileri viskozite degerlerine bakildiginda (Cizelge
4.1) 1ise c¢ozeltideki kitosan miktarimin artmas: ile birlikte viskozitenin arttig
goriilmektedir. Buna bagl olarak da Cizelge 4.7°de goriildiigii gibi iiretilen mikrokiirelerin
maksimum ve minimum goézenek caplari, ¢ozeltideki kitosan konsantrasyonu arttik¢a
azalmistir.

Sekil 4.12'de kitosan ¢ozeltileri viskozitesi ile ortalama mikrokiire ¢ap1 arasindaki
degisim incelendiginde, kitosan ¢ozeltileri viskozitesi arttikca ortalama kiire ¢aplarinin
arttigr goriilmektedir. Bu muhtelemen, partikiil olusumu esnasinda meydana gelen
damlaciklarin boyutuna, c¢ozelti viskozite etkisi nedeniyle olmustur. Emiilsiyon ile
olusturulan damlaciklarin ortalama boyutu, polimer viskozitesi ile dogru orantilidir. Benzer
sonuclar, Oliveira ve ark. (2005), tarafindan %0.5 ve %2.5 (w/v) konsantrasyonlarindaki
kitosan c¢ozeltilerinden hazirlanan mikrokiirelerin ortalama kiire c¢ap1 degerlerinde de

gorilmiistiir.
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Sekil 4.12. Kitosan ¢ozeltileri viskozitesi ile ortalama mikrokiire ¢ap1 arasindaki degisim

4.1.6.2. Gluteraldehit konsantrasyonunun gozenck morfolojisi ve kiire

biiytikliigiine etkisi

Capraz baglayici ajan olarak kullanilan gluteraldehit miktarinin kitosan kriyojel
mikrokiireler iizerindeki etkisinin incelenmesi amaciyla, %1, %3 ve %6 (v/v) olmak {izere
tic farkli gluteraldehit ¢ozeltisi hazirlanmistir ve diger islem parametreleri sabit tutularak
(kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), karigtirma hizi: 1000 rpm, kriyojelasyon sicakligi: -
16°C) kriyojel mikrokiireler liretilmistir. Sekil 4.6°da farkli gluteraldehit konsantrasyonuna
sahip ¢ozeltiler kullanilarak tiretilen kriyojel mikrokiirelerin SEM goriintiileri sunulmustur.
Gluteraldehit konsantrasyonu artisiyla gozenek boyutu azalsa da onemli Olgiide bir
degisiklik olmamigtir. Azalan gozenek boyutu yiizey alanini azaltmakta, bu da kriyojelin
sisme oranmni disiirmektedir. %1 (w/v) kitosan konsantrasyonunda, %3 ve %6 (v/v)
gluteraldehit konsantrasyonuyla ¢apraz baglanarak hazirlanan mikrokiirelerin denge sisme
degerleri sirastyla %61.62 ve %27.78 'dir. Benzer olarak, Gupta ve Jabrail (2005),
koaservasyon yontemi ile ¢apraz baglanmis kitosan mikrokiirelerin maksiumum sisme
derecesini %300 olarak belirlemislerdir. Ancak, gluteraldehit konsantrasyonunun %2'den
%12'e (v/v) arttirilmastyla sisme derecesi % 150'e gerilemistir.

Gluteraldehit konsantrasyonunun artmasi, gézenek boyutunu kiiciilterek gézenek
boyutu dagilimmi genisletmistir. 20 tane gbézenek boyutu Olgiiliip ortalamasi alinarak,

ortalama gozenek capi hesaplanmistir. Ortalama gozenek capi dlgiimlerine gore; %1, %3
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ve %6 (v/v) konsantrasyonuna sahip gluteraldehit cozeltileri kullanilarak hesaplanan

kriyojel mikrokiirelerin gézenek caplari ve kiire ¢aplar1 Cizelge 4.8’de verilmektedir.
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Sekil 4.13. Gluteraldehit konsantrasyonunun degisimi ile gozenek yapisindaki degisimi
gosteren SEM fotograflari. A: %1 Gluteraldehit, x500; B: %3 Gluteraldehit, x500; C: %6
Gluteraldehit, x500; D: %1 Gluteraldehit, x5000; E: %3 Gluteraldehit, x5000ve F: %6
Gluteraldehit, x5000 (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), karistirma hizi: 1000 rpm,
kriyojelasyon sicakligt: -16°C)

Cizelge 4.8. Gluteraldehit konsantrasyonu degisimi ile gozenek ve kiire boyutlarinin
degisimi

Gluteraldehit Minimum Maksimum Ortalama Ortalama
Konsantrasyonu Gozenek Capt  Gozenek Capt  Gozenek Capi Kiire Cap1
(%, vIv) (pm) (pm) (nm) (nm)
1 3.427 7.673 7.3108+2.07 355.82+29.84
3 3.430 7.087 5.5056+0.63 220.11£25.58
6 2.766 9.363 5.0267+0.88 260.70+31.38
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4.1.6.3. Farkli kriyojelasyon sicakliklarinin gdzenek morfolojisi ve kiire

biiyiikliigiine etkisi

Tez calismasinin bu boélimiinde, kriyojelasyon sicakligimin degisimi ile gdzenek
yapisinin ve kiire biiylikliigliniin degisimi incelenmistir. Kriyojelasyon sicakligi disindaki
islem degiskenleri sabit tutularak (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit
konsantrasyonu: %3 (v/v), karistirma hizi: 1000 rpm) kriyojelasyon sicakligi -10°C, -16°C
ve -24°C olacak sekilde degistirilmistir. Sekil 4.14'de goriildiigii gibi reaksiyon sicakliginin
azalmasi ile gozenek duvarlar1 incelmistir.

Kitosan ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda kullanilan sulu asetik asit, kriyojelasyon
sirasinda islem sicakliklarinda dondurulur ve donmus ¢oziiciiniin kristalleri gézenek yapici
olarak gorev goriir. Kriyojelasyon sicakliginin artmasi, ¢oziicli molekiillerini ani bir sekilde
donduracagindan, ¢oziicli kristallerinin donma sirasinda biiylimesi ve diger kristallerle
birlesmesi icin yeterli zaman saglanamamistir. Bu da kriyojelasyon sicakliliginin arttikga,
ortalama gozenek capmin kiigiilmesine neden olur (Cizelge 4.6). Fang ve ark. (2014),
poli(L-glutamik asit) ve kitosanin arasindaki elektrostatik ¢ekim kuvvetinden yararlanarak
urettikleri gozenekli polielektrolit mikrotasiyicilarin, farkli dondurma sicakliklarinda
gozeneklilik ve gozenek capimi incelemislerdir. Benzer olarak, dondurma sicakliginin
arttikca gdzenek capmin azaldigi ortaya koyulmustur. -15, -20, -25, -54 ve -196°C
dondurma sicakliklarinda tretilen mikrokiirelerin gozenek ¢aplart sirasiyla 58.09, 44.98,

21.76, 14.56 ve 1.89 um seklindedir.
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Sekil 4.14. Kriyojelasyon sicakligi degisimi ile gézenek yapisindaki degisimi gdsteren
SEM fotograflari. A: -10°C, x5000; B: -10°C, x10000; C: -16°C, x5000; D: -16°C,
x10000; E: -24°C, x5000; F: -24°C, x10000 (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v),
gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), karigtirma hizi: 1000 rpm)

4.1.6.4. Farkli karistima hizlariin kiire morfolojisine etkisi

Bu boliimiinde, karistirma hizinin degisimi ile gozenek yapisinin ve kiire
biiyilikliigiiniin degisimi incelenmistir. Karistirma hizi disindaki islem degiskenleri sabit
tutularak (kitosan konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v),
kriyojelasyon sicakligi: -16°C) karistirma hizi degistirilmistir. Farkli karigtirma hizlar
mikrokiire doku iskeleleri gozenek boyutlarinda belirgin bir degisiklik yaratmasa da
ortalama kiire capini degistirmektedir. Bu nedenle mikrokiirelerin olusturulmasinda

emiilsiyonun karigtirma hizinin kiire boyutu ve sekli tlizerine etkisi tartisilmistir.
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Karigtirma, mekanik karistirict ile saglanmistir. Mekanik karistiricida 500, 1000 ve 1500

rpm olmak iizere ii¢ ayr1 karistirma hizi uygulanmistir.

Sekil 4.15'de SEM fotograflar1 verilen mikrokiirelerin karistirma hizi arttikca kiire
caplarinin azaldig goriilmektedir. Sirasiyla 500, 1000 ve 1500 rpm karistirma hizlar1 igin
hesaplanan ortalama kiire ¢aplari; 286.62 + 37.33, 260.70 + 31.38 ve 201.62 + 18.74 um'
dir.

100 BT= 5004/ SgralA=SE2
Wo= S4mm Mag= 100X

Sekil 4.15. Karnistirma hiz1 degisimi ile gdzenek yapisindaki degisimi gosteren SEM
fotograflari. A: 500 rpm, x100; B: 1000 rpm, x100; C: 1500 rpm, x100 (kitosan
konsantrasyonu: %1 (w/v), gluteraldehit konsantrasyonu: %3 (v/v), kriyojelasyon sicakligi:
-16°C)

4.1.7. Kriyojel Mikrokiirelerin Sisme Davranisi

Kitosan kriyojel mikrokiireler capraz bagh hidrofilik matrislerdir. Sulu ortamda
¢Ozlinmez, fakat capraz bag derecesine bagli olarak olusan gozeneklilik yapisina ve
matrisin hidrofilitesine bagl olarak siserler. Bu mikrokiirelerin sulu ortamlarda hacimsel
degisime ugraylp ugramadiklarinin tespiti, doku iskelelerinin uygulama alanlarinin
belirlenmesinde ve kontrollii salim sistemlerinde kontrol altinda tutulmasi gereken tastyici
sistemlerin salim hizlar1 ve salim siirelerinin saptanmasinda belirleyici rol oynamaktadir.

Bu calismada; kiire formunda kitosan kriyojel doku iskelelerinin 24 saat 37°C'de
distile su igerisinde dengeye gelmesi i¢in bekletilmesinden sonra gergeklestirilen sisme
testlerinin sonucunda elde edilen denge sisme oranlar1 Cizelge 4.9, 4.10, 4.11 ve 4.12°de
gorildigi gibi %26.76 - 72.20 arasinda degismektedir. Buna ek olarak kiire formunda

kitosan hidrojel doku iskelelerinin denge sisme orani degeri ise %18.30 'dur.
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Artan kitosan konsantrasyonu ile ¢apraz baglayici olarak kullanilan gluteraldehit
konsantrasyonunun sabit kalmasi, polimerik zincirin ¢apraz baglanma noktasini azaltarak,
daha gozenekli kriyojel doku iskeleleri elde edilmesini saglamistir. Artan kitosan
konsantrasyonuna bagli olarak artan polimer miktariyla daha az noktadan baglanan
kitosan, yiiksek denge sisme degerlerine olanak vermistir (Cizelge 4.9) (Thein ve ark.,
2009).

Cizelge 4.9. Kitosan konsantrasyonu degisimi ile denge sisme oranlarinin degisimi

Kitosan Konsantrasyonu (%, w/v) % Denge Sisme Orani
0.5 38.06
1.0 61.62
2.0 67.00

Sabit kitosan konsantrasyonunda g¢apraz baglayici ajan miktarinin degismesine
bagli olarak hazirlanan mikrokiirelerin (Cizelge 4.10), dengedeki sisme oranlarinin
gluteraldehit miktarinin artmasi ile azalma gosterdigi kaydedilmistir. Bu sonucu soyle
aciklamak miimkiindiir. Bunun en 6nemli nedeni, ¢apraz baglayict miktarinin artmasi
kriyojeldeki ¢apraz bag yogunlugunun artmasina ve dolayisiyla polimerik yapinin daha sert
olmasia yol agar. Yogun ¢apraz baglarin oldugu ortamda suyun difiizyonu zorlasir ve
kriyojelin sisme oram azalir. Ozelikle yapiya gluteraldehit ilavesiyle kitosan polimer
zincirinde hidrofilik 6zellik gosteren serbest amin (-NH;) gruplarinin sayisinin baglanarak
azalmasi, matrisin daha az su molekiilii ile etkilesmesine neden olur. Bu da kitosanin
hidrofilik amin gruplarinin gluteraldehit konsantrasyonunun artigiyla daha ¢ok ve daha
giiclii kovalent capraz baglanmasina sebep olarak hidrofilikligi azaltarak sisme oranim

diisiirdligii sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.10. Gluteraldehit konsantrasyonu degisimi ile denge sisme oranlarinin degisimi
Gluteraldehit Konsantrasyonu

% Denge Sisme Orani

(%, VIv)
10 65.62
3.0 61.62
6.0 27.78

Sabit islem degiskenlerinde ve oda sicakliginda hazirlanan hidrojel formunda
tiretilen kitosan mikrokiirelerin gozenek boyutlarmmin ve igsel baglantilarimin goreceli
olarak yok denecek kadar az olmasindan dolayr sigsme oranlarmm kriyojel doku
iskelelerine gore daha diisiik oldugu goézlenmistir. Cizelge 4.11'e bakildiginda oda
sicakliginda tretilen kiire formunda hidrojellerin denge sisme oranmi kriyojenik kosullarda
kiire formunda firetilen bir kriyojellere gore daha diisiiktiir. Hidrojellerin su iginde
sisebilmeleri i¢in gereken zaman uzundur. Denge sisme oraninin diislik ¢ikmasinin sebebi,
su iceriginin 24 saat i¢inde heniiz dengeye ulagsmadigi diisiiniilebilir. Bunun en biiytik
sebebi yogun polimer zincirlerinin igerisine suyun yavas bir sekilde diftizlenmesidir.
Hazirlanan hidrojel doku iskelesi en diisiik denge sisme oranina sahiptir. Ancak,
gbzeneklere sahip kriyojellerde sisme daha kisa siirede gergeklesir. Yiiksek gozeneklilik ve
gbzenek boyutu, matrisin ylizey alanini arttirarak igine alabilecegi su miktarini arttirmis ve
bu sayede sisme oraninin artmasina sebep olmustur (Peter ve ark., 2009).

Capraz baglama sicakliginin denge sisme oranina etkisi incelendiginde ise, ¢apraz
baglama siiresi arttik¢a denge sisme orani degerlerinin azaldigi goriilmiistiir (Cizelge 4.11).
Bu durumun reaksiyon sicakligi azaldik¢a ¢apraz bag yogunlugunun artmasi ve polimer

zincirlerinin hareketlili§inin azalmasi sonucu gergeklestigi diisiiniilebilir.
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Cizelge 4.11. Kriyojelasyon sicaklig1 degisimi ile denge sisme oranlarinin degigimi

Kriyojelasyon Sicaklig1 (°C) % Denge Sisme Orani
-10 72.20
-16 61.62
24 31.09
+ 26 (Hidrojel) 18.30

Emiilsiyon faz karistirma hizinin denge sisme oranina etkisi incelendiginde, en iyi
sisme optimum segilen, %1'lik (w/v) kitosan ¢ozeltisinden, 1000 rpm karistirma hizinda
hazirlanan mikrokiirelerde goriilmektedir (Cizelge 4.4). 1500 rpm karistirma hizinda
hazirlanan mikrokiirelerin, ortalama kiire ¢ap1 kiigtildiigiinden suyun gézeneklere olugmasi
daha zordur. 500 rpm'de ise, ortalama kiire ¢ap1 daha biiyiik ve kiiresellik bozuktur. Bu, 24

saatlik slirenin sismenin tamamlanmasi i¢in yeterli olmadig1 seklinde agiklanabilir.

Cizelge 4.12. Karistirma hiz1 degisimi ile denge sisme oranlarinin degisimi

Karistirma Hiz1 (rpm) %Denge Sigsme Orant
500 28.05
1000 61.62
1500 26.76

Kiire formunda {retilen kriyojel doku iskelelerinin belirlenen denge sisme
oranlara gore, canli dokulara kuru halde implante edildiginde hizli bir sekilde viicut
stvilarin1 emerek boslugu dolduracaklardir. Bu 6zellik doku iskelesinin implante edildigi

bolgeye fiksasyonunu saglayacaktir. Ayrica doku iskelesi iizerine hiicre ekilirken de
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siserek hiicre silispansiyonunun kriyojel icine alinmasi, hiicrelerin yerlesimini

kolaylagtiracaktir.
4.1.8. Zeta Potansiyeli

Hazirlanan kitosan kriyojel mikrokiirelerin zeta potansiyel degerleri Cizelge
4.13'de verilmistir. Kitosan mikrokiire formiilasyonlarinin zeta potansiyel degerleri pozitif
olarak bulunmustur. Bu kitosanin ¢apraz baglanmamis amino gruplarinin protonlanmasi

yani katyonik yap1 gosterdigi anlamina gelmektedir.

Cizelge 4.13. Farkli formiilasyonlarda hazirlanan kitosan kriyojel mikrokiirelerin zeta
potansiyel degerleri

Formiilasyon Zeta Potansiyeli (mV)
%0.5 Kitosan +35,21 £ 1.45
%1 Kitosan +37.31+2.01
%2 Kitosan +53.20 £ 2.52
%1 Gluteraldehit +39.86 + 1.90
%3 Gluteraldehit +37.31 £2.01
%6 Gluteraldehit +31.18 £ 0.90
500 rpm +37.30 £2.01
1000 rpm +37.31 £2.01
1500 rpm +36.67 +3.22
- 10°C +38.33 +£1.39
-16°C +37.31+2.01
-24°C +27.96 +2.70

Zhang ve ark. (2004), yaptiklari ¢alismada galaktoz gruplarini kitosanin amin
gruplartyla birlestirerek yani fiziksel ¢okelme ve koaservasyon yoOntemlerini sirasiyla
uygulayarak galaktozilat kitosan mikrokiireleri sentezlemislerdir. Galaktozilat kitosan
mikrokiireleri sirasiyla 0.54 ile 1.05 pm araliginda ortalama capa ve +15 ile +17 mV
arasinda ortalama zeta potansiyeline sahip kiiresel mikrokiirelerdir; pasif ve aktif peptik

hedefleme i¢in kullanilacag ileri siirtilmiistir.
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He ve ark. (1999), piiskiirterek kurutma yontemi hazirladiklari ¢apraz bagl ve
capraz bagli olmayan kitosan mikrokiirelerin kiiresel ve diizgiin yiizeyli olduklarini
saptamiglardir. Pozitif yiiklii mikrokiirelerin partikiil biiytikliiklerinin 2 - 10 pm oldugu,
partikiillerin biiytikliikleri ve zeta potansiyellerinin ¢apraz baglama diizeyinden etkilendigi,
capraz baglama ajan1 miktarinin azalmasi ile hem partikiill boyutunun hem de zeta

potansiyelin arttigini saptamislardir.

4.1.9. Kitosan Mikrokiirelerin Glutaraldehit ile Capraz Baglanmasi Sonrasinda

Kalan Serbest Amino Gruplarinin Tayini

Kitosanin gluteraldehit ile kriyojenik kosullarda capraz baglanmasi islemi
sonunda kitosanin, gluteraldehitin aldehit gruplarina baglanan amin gruplarinin miktar
(-NH; gruplarinin miktari) spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Bunun igin 6ncelikle
—NHj; gruplarinin belirlenmesi i¢in farkli derisimlerde glisin kullanilarak standart bir grafik
olusturulmustur. Capraz baglanmamis kitosan yiizeyindeki —NH, grubu miktar1 standart
glisin grafigi kullanilarak bulunmustur (Alptekin O., 2009).

Kitosan mikrokiireler, Su/Yag emiilsiyonu kimyasal ¢apraz baglama yontemi ile
glutaraldehit ile kriyojenik kosullarda muamele edilmistir. Glutaraldehit muamelesinden
sonra ¢apraz baglanan mikrokiireler, reaksiyona girmemis gluteraldehit uzaklasincaya
kadar  yikanmigtir.  Kitosanla  etkilesmeden  ortamda  kalan  glutaraldehitin
uzaklastirilmasindan sonra kitosan mikrokiirelerde bulunan serbest —NH, miktari
Olctlmiistiir. Sekil 4.17'de reaksiyonu verilen ninhidrin ve kitosana ait serbest amino
gruplart mavi - mor renkli bir kompleks olusturur. Kitosanda serbest halde bulunan amino

gruplar1 azaldik¢a, ninhidrin ile olugsan kompleksin rengi agilmaktadir (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. Ninhidrinin -NH, grubu ile verdigi mavi-mor kompleks. A: Saf ninhidrin
¢ozeltisi, B: Capraz baglanmis mikrokiirelerin ninhidrin ile verdigi kompleks (a¢ik mavi),
C: Capraz baglanmamis kitosanin ninhidrin ile verdigi kompleks (mavi - mor)
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Sekil 4.17. Ninhidrinin —-NH; grubu ile verdigi reaksiyon.
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Kiire formunda kitosan kriyojel mikrokiirelerin ¢apraz baglanma dereceleri
%38.32 ile %72.45 araliginda degismektedir (Cizelge 4.14). Bu bize gluteraldehitin, diisiik
konsantrasyonlarda bile kitosan i¢in uygun bir ¢apraz baglayict oldugunu gostermektedir.
Farkli formiilasyonlarda hazirlanan kitosan kriyojel mikrokiirelerin ¢apraz baglanma
dereceleri incelendiginde, kitosan konsantrasyonu artisiyla ¢apraz baglanma derecesinin
azaldig1 goriilmektedir. Bu, ninhidrinin reaksiyona girerek renk doniisimiinii saglayacak
serbest amino gruplarinin  sayisinin, kitosan konsantrasyonu artisiyla  arttigini
gostermektedir. Sabit islem basamaklarinda, kriyojelasyon sicakligi ve karistirma hizinin
degisiminde mikrokiirelerin c¢apraz baglanmasinda, Onemli Olgiide bir degisiklik

gozlenmemistir.

Cizelge 4.14. Farkli formiilasyonlarda hazirlanan kitosan kriyojel mikrokiirelerin ¢apraz
baglanma degerleri

Formiilasyon (Capraz Baglanma Derecesi
%0.5 Kitosan %72.45
%1 Kitosan %63.48
%2 Kitosan %38.32
%1 Gluteraldehit %38.36
%3 Gluteraldehit %63.48
%6 Gluteraldehit %70.82
500 rpm %61.80
1000 rpm %63.48
1500 rpm %60.89
-10°C %67.34
-16°C %63.48
- 24°C %56.78

Benzer olarak, Yan ve ark. (2010), genipin ile ¢apraz baglayarak iirettikleri
kitosan/kolajen doku iskelelerinin capraz baglanma derecelerinin %63.93 ile %74.14

araliginda degistigini gostermislerdir. Bunun bir sonucu olarak, capraz baglanma
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noktalarinin miktariin direk olarak iiretilen doku iskelelerindeki serbest amino gruplarinin

miktari ile ilgili oldugunu ortaya koymuslardir.

4.1.9. Kriyojel Mikrokiirelerin in Vitro Degradasyonu

Kriyojellerin in vitro degradasyonu, distile su ile 37°C sicaklikta, su banyosunda
30 giin siire ile izlenmistir. Kriyojel 6rnekleri sabit agirliga gelinceye kadar kurutulmustur,
5 mL distile su igeren erlenlere konulmustur. Kriyojel doku iskelelerine uygulanan
degradasyon calismasi sonuglar1t SEM goriintiileri ile ifade edilmistir.

Kitosan konsantrasyonu, karistirma hizi ve kriyojelasyon  sicakligi
parametrelerinin incelendigi farkli deney gruplarindan, 30 giin siire ile en fazla degrede
olan 6rnekler secilerek, SEM goriintiileri sunulmustur (Sekil 4.18., 4.19. ve 4.20). Thein ve
ark. (2009), kitosanin hidrofilik -NH2 gruplarinin  (sabit ¢apraz baglayici
konsantrasyonunda) kitosan konsantrasyonunun artistyla artmasinin hidrofilikligi arttirarak
sisme oranini arttirdigl, sisme orani yiiksek olan kriyojellerin daha hizli degrede oldugu
sonucuna varmiglardir. Benzer bir sekilde, -10°C kriyojelasyon sicakliginda iiretilen ve en
yiiksek sisme oranina sahip (%72.20) mikrokiirelerin hizli bir sekilde degradasyonunun
basladig1 goriilmektedir (Sekil 4.18).

10 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :10 Jun 2014
—

ZEISX
WD = 6.0mm Mag= 500X Time :11:07:30

Sekil 4.18. Kriyojelasyon sicakligi -10°C olan mikrokiirelerin degradasyonu, x500
biiylitme. (Kitosan konsantrasyonu: %1, w/v, Gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v,
Karistirma hizi: 1000 rpm)
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Kitosan konsantrasyonu degisiminin incelendigi deney grubu i¢inde, %1 (w/v)
kitosan konsantrasyonunda hazirlanan mikrokiirelerin degradasyonu, kiire ylizeylerinde
goriilen kabarma ve patlaklarla baslamistir (Sekil 4.19). %0.5 (w/v) kitosan
konsantrasyonunda hazirlanan kiireler ise sekillerini korumustur. Bu, kitosanin serbest
amin ve gluteraldehitin aldehit gruplar1 arasindaki ¢apraz baglanmis kovalent bagin
kuvvetinin ve ¢oklugununun (Capraz baglanma derecesi: %72.45) bir gostergesi olarak,
kitosanin suda daha uzun siirede hidrolize olarak ge¢ degrede olmasina sebep olmaktadir

(Tae, 1995).

10 ym EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :10 Jun 2014
— WD = 6.2 mm Mag= 500X Time :10:46:28

ZEIXX

Sekil 4.19. Kitosan konsantrasyonu %1 (w/v) olan mikrokiirelerin degradasyonu, x500
biiylitme. (Kriyojelasyon sicakligi: -16°C, Gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v,
Karistirma hizi: 1000 rpm)

Karigtirma hizinin etkisi incelenirse, 6zellikle 500 rpm gibi diisiik karistirma
hizlarinda iretilen mikrokiirelerin kiire duvarlarinda belirgin kopmalar meydana

gelmesede, kiiresel yapilar1 tamamen bozulmustur (Sekil 4.20).
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.1_9 pm EHT = 5.00 kV Signal A = SE2 Date :10 Jun 2014 ZEISS

WD = 5.9 mm Mag = 500X Time :11:04:44

Sekil 4.20. Karistirma hizi 500 rpm olan mikrokiirelerin degradasyonu, x500 biiyiitme.
(Kriyojelasyon sicakligi: -16°C, Gluteraldehit konsantrasyonu: %3, v/v, Kitosan
konsantrasyonu: %1, w/v)

4.1.11. Enjekte Edilebilir Kriyojel Mikrokiireler

Tez calismasinin amaci; Uretim verimi, gozenek buyutu, sisme orani,
degradasyonu, kiire ¢apt kontrol edilebilen kiire formunda enjekte edilebilir kitosan
kriyojel mikrokiireler iiretmektir. Maksimum kiire ¢apina sahip %2 ve optimum olarak
secilen %1 kitosan konsantrasyonuyla hazirlanmis mikrokiirelerin gismis halde
enjeksiyonunun saglanip saglanmadig:i incelenmistir. Kuru halde 581.80 + 47.76 pum
ortalama kiire capma sahip, %2 (w/v) konsantrasyonlu kitosan mikrokiireler bir gece
boyunca distile suyla muamele edilerek sismeleri saglanmistir (Sekil 4.21.A ve B). Fildisi
renk, i¢ cap1 0.75 mm, 19 G, igne ucuna sahip basit bir enjektor ile yapilan denemede,
sigsmis halde bulunan mikrokiireler igne ucundan gegmemistir. Ayni1 islemler 220.11+25.58
ortalama kiire c¢apina sahip %1 (w/v) konsantrasyondaki kitosan mikrokiireler iginde
yapilmistir (Sekil 4.21.D, E ve F). Sismis halde bulunan bu mikrokiireler kolaylikla igne
ucundan gecmistir. Bu, kiire formunda iiretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin enjekte

edilebilir sistemler olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Sekil 4.22).
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&5 3 N H x
Sekil 4.21. Mikrokiire enjeksiyonu A, B, C: %2 (w/v) Kitosan konsantrasyonu; D, E, F:
%1 (w/v) Kitosan konsantrasyonu (Kriyojelasyon sicakligi: -16°C, Gluteraldehit
konsantrasyonu: %3, v/v, Kitosan konsantrasyonu: %1, w/v)

Bu denemeler, kiire formunda iiretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin enjekte

edilebilir sistemler olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Sekil 4.22).

Sekil 4.22. Mikrokiire formunda enjekte edilebilir kitosan kriyojel doku iskeleleri
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Doku miihendisligi; sentetik veya biyolojik doku iskeleleri iginde hiicrelerin,
bliylime faktorleri ve hormonlar ile birlikte bulundugu yapilarin, hastalik ya da travma
sonucu kaybedilen veya hasar gormiis dokularin yerine yerlestirilmesi ile bu dokular
yeniden olusturulabilmeyi hedeflemektedir.

Doku onarmmi i¢in doku miihendisligi yaklasimi en Onemli alternatif olarak
goriilmektedir. Burada doku icindeki boslugu doldurmasi ve yeni doku olusumuna
rehberlik etmesi i¢in dogal veya sentetik polimerlerden yapilan gozenekli doku iskeleleri
kullanilir. Ideal bir doku iskelesi gdzenekli, biyobozunur, biyouyumlu, mekanik 6zellikler
acisindan hedeflenen dokuya benzer olmalidir. Bu o6zellikleri biiyilk oranda tasiyan
miikemmel doku iskelesi halen iiretilememistir. Bunun i¢in yeni malzemelerin ve {iretim
sekillerinin gelistirilmesine ihtiyag¢ vardir. Gelistirilmesi gereken en énemli problem, doku
iskelesinin hasarli bdlgeye implantasyonu sirasinda, hastaya minimum cerrahi etki ile
yaklagmaktir. Bu nedenle, sunulan tez ¢alismasinda enjekte edilebilirlie uygun doku
iskelelerinin tiretimi yaklasimi benimsenmistir.

Bu bilgiler ve doku miihendisligi alaninda gelistirilmekte olan materyallerin
bilimsel ve ekonomik degeri géz oniinde bulunduruldugunda iilkemizde bu malzemelerin
iiretilebilir duruma getirilmesi ¢ok biiyiik onem saglamaktadir.

Bu tez calismasinda, dogal bir polimer olan kitosandan, Su/Yag tipi emiilsiyon faz
ile mikrokiire formunda partikiiller iiretilerek; bu mikrokiireler kriyojelasyon teknigi
kullanilarak gluteraldehit ile kimyasal ¢apraz baglama yontemi ile kombine edilmis ve
tiretilen kriyojel mikrokiirelerin karakterizasyonu yapilmistir. Literatiirde Su/Yag tipi
emiilsiyon faz olusturularak iiretilen kitosan mikrokiirelerin kriyojenik kosullarda ¢apraz
baglanarak iiretiminin tamamlandig1 herhangi bir calismaya rastlanilmamaistir.

Kitosan, biyouyumluluk ve biyobozunurluk 6zellikleri goz oniine alinarak temel
polimer olarak secilmistir. Farkli kitosan konsantrasyonlarinda hazirlanan ¢ozeltilerin,
viskozite degerleri Ol¢lilmiistiir. Kitosan miktar1 arttik¢a, ¢ozelti viskozitesi artmistir.
Uretilen mikrokiirelerde iiriin verimi %49.50 — 96.37 araliginda degismistir.

FT - IR analizi ile; kitosanin 1639 ve 1560 cm™ de polimer zincirinde bulunan

Amit | ve Amit Il grubuna ait karakteristik piklere sahip bir protein oldugu, kitosanin
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gluteraldehit ile capraz baglanmasiyla molekiiler yapisinda degisiklikler meydana geldigi
ve bunun 1064, 1062 ve 1072 cm™ band araliginda gériilen ve kitosana ait karekteristik
piklerden biri olan C=0 bandina ait titresimlerde meydana gelen azalma ile tespit
edilmistir.

Bu ¢aligmada; {iretilen tiim kiire formunda kitosan kriyojeller %26.76 - 72.20
araliginda sigsme ozelligine sahiptir. Gluteraldehit konsantrasyonu %3 (w/v) ’de sabit iken
kitosan konsantrasyonu arttiginda sisme orani da artmistir. Kitosan konsantrasyonu %1°de
sabit iken, gluteraldehit konsantrasyonu arttifinda sisme orani azalmistir. Capraz baglayici
konsantrasyonunun artmasi, kitosanin daha c¢ok ve daha giiclii kovalent capraz
baglanmasina sebep olarak, hidrofilikligini azaltarak sisme oranini diisiirmiistiir.

Kiire formunda {iretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin morfolojisi taramali
elektron mikroskobu kullanilarak  belirlenmistir.  %0.5, 1, 3 (w/v) kitosan
konsantrasyonlarinda  hazirlanan  mikrokiirelerin  SEM  gériintiilerinden, ~ Kkitosan
konsantrasyonu arttikga gozenek capinin kiiclildiigii, ortalama kiire ¢apinin ise arttigi
goriilmektedir. Gluteraldehit konsantrasyonu artisiyla, kiire caplarinda O6nemli bir
degisiklik goriilmemistir. Enjekte edilebirlige uygunluk ag¢isindan, mikrokiireler i¢in en
onemli parametre ortalama kiire capidir. Uretilen mikrokiirelerde, ortalama kiire capi
197.72 + 23.9 ile 581.80 + 47.76 aralifinda degismistir.

Kitosan konsantrasyonu, gluteraldehit konsantrasyonu, karigtirma hizi ve
kriyojelasyon sicakliginin etkisinin incelenmesi lzerine farkli tipte tretilen kriyojel
mikrokiirelerin ¢apraz baglanma dereceleri ve yiizey yiikleri belirlenmistir. Capraz
baglanma derecesinin artmasi serbest halde bulunan amin gruplarinin sayisinin azaldiginin
gostergesidir. Buna paralel olarak, amin gruplarinin neden oldugu pozitif yiizey
yiiklerininde artig goriilmiistiir.

Kitosan ¢ozeltisinin viskozitesinin uygunlugu, kiiresel yapinin saglanabilmesi,
iiretim veriminin yiiksek olmas1 ve ortalama kiire ¢apinin kii¢iik olmas1 (doku iskelelerinin
enjekte edilmeye uygunlugu) agisindan, kitosan ve gluteraldehit ¢ozeltilerinin optimum
iiretim konsantrasyonlarinin, sirast ile %1 (w/v) ve %3 (v/v) oldugu belirlenmistir.

Sonu¢ olarak, mikrokiire formunda iiretilen kitosan kriyojel doku iskelelerinin
sisebilme davraniglari, hidrojel mikrokiirelerle karsilastirildiginda birbiri ile baglantili

gozenekli yapilarina ek olarak in vitro degrede olabilmeleri, biyomedikal uygulamalarda
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ozellikle kontrollii ilag salim sistemlerinde ve enjekte edilebilir doku iskeleleri olarak

kullanilabileceginin gostergesidir.
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